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Uber Melanin und Humus. 


1. Abhandlung: 


Das Formelbild des Benzochinons; thermische Umlagerungen in der 
Chinonreihe; die physiologische Bedeutung des Chinonhumus. 


Von 
Hugo Stoltzenberg und Margarete Stoltzenberg-Bergius. 


(Der Redaktion zugegangen am 11. August 1920.) 








Chinone, die am aromatischen Kern neben den Sauerstoff- 
atomen frei schwingende Wasserstoffatome oder Wasserstoff- 
ketten tragen, unterliegen unter dem Hinfluf von Licht- und 
Warmestéfen, von Kondensationsmitteln und Hydroxylionen 
einer Polymerisation’). Aus der kristallisationsfreudigen, 
energiereichen Ausgangsklasse, deren Vertreter in den herr- 
lichsten Farben erstrahlen, entstehen hierbei energiearme, in 
der Regel amorphe, braune bis schwarze, das Licht gleich- 
miBig absorbierende Verbindungen, die in dem Namen Humus 


') Benzochinon: Woskresensky, Ann. Bd. 27, S. 268 (1838); O. 
Hesse, Ann. Bd, 114, S. 292 (1860); Th. Zincke, BB. 16, S. 1555 (18838); 
b. Scheid, Ann. Bd. 218, S. 195 (1883); Hartley, Proc. Chem. Soc. 
Bd. 24, S. 284 (1908); Journ. Chem. Soc. Bd. 95, S. 34, 52 (1909). Cia- 
mician und Silber: Atti [5] Bd. 101, S. 92, Bd. 11 II, S. 145; H. Meyer 
und Eckert, Monatsh. f. Chem. Bd. 39, S. 241 (1918); Hermann Suida, 
Ann, Bd. 416, S. 164 (1918). Orthochinone: Willstatter und Miller, 
BB. 44, 8. 2171 und 2182 (1911). Chlorchinon: Staedeler, Ann. Bd. 69, 
S. 302 (1849). Bromchinon: Sarauw, Ann. Bd. 209, S. 106 (1881). 
Aminochinone: Th. Zincke, 1. c.; Kapp und Schulz, Ann. Bd. 210, 
S. 164 (1881); E. Fischer und Schrader, BB. 43, S. 525 (1910). 
Chinoncarbonséiuren: K. Brunner, Monatsh. Bd. 2, S. 458 (1881) und 
Bd. 34, 8. 913 (1918); Nef, BB. 18, S. 3496 (1885). Cyanchinone: Thiele 
und Giinther, Ann. Bd. 349, S. 45 (1906). 
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ihre treffendste Bezeichnung finden. — Bei der weiten Ver- 
breitung, die die Chinone als Endstufe der iiber die Phenole 
fiihrenden Oxydation aromatischer Kérper im Haushalte der 
organischen Natur haben, finden wir ihre Umwandlungspro- 
dukte im Ackerboden als Humusbestandteil'), in der Pflanze 
als Phlobaphen?), im Tier als Pigment wieder. Oftmals, wenn 
unsere Methoden nicht fein genug sind, um das Vorhanden- 
sein von Chinonen zu erkennen, erlaubt uns das Auftreten 
von Chinonhumus, mit Sicherheit: auf deren Vorhandensein als 
Zwischenstufe des oxydativen Kernabbaues zu schliefien, so 
z. B. beim Gerbprozefi?), bei den Entwicklungs- und Verstiir- 
kungsvorgingen in der Photographie*), bei der Dunkelfiarbung 
vieler pflanzlicher Safte und bei der Pigmentbildung im Tier- 
kérper unter normalen und pathologischen Verhiltnissen. 
Von Polymerisationserscheinungen chinoider Kérper sind 
bisher zwei Richtungen eingehend untersucht worden. Die 
erste, in der Richtung der Karbonylkohlenstoffatome geradlinig 
fortschreitend, wird gekennzeichnet durch die Namen Indo- 
phenol, Emeraldin*). Die zweite, iiber zwei parastiindige 
CH-Gruppen — also im Winkel von 60° zur ersten — gerad- 
linig verlaufend, wird vertreten durch die Suidaschen®) ab- 
wechselnd aus Chinon, Arylamin und Hydrochinon bestehen- 
den Ketten und wahrscheinlich den von Liebermann’), 
Stenhouse und Groves’), R. Eskales’) und J. Schmid- 
lin, Wohl und Thommen’) erhaltenen Kondensationskérpern. 
Alle diese Kérper sind Merichinoide, leicht in tiefer ge- 


1) M. W. Beyjerink, C 1900, S. 429. 

2) W. Moeller, C1919 Bd. IV, S. 28. W. Fahrion, Zeitschr. ang. 
Chem. Bd. 22, S. 2135 (1909); s. auch Zeitschr. ang. Chem. Bd. 22, 8. 2138 
(1909). 

5) M. A. Gordon, Journ. of Physical Chemistry Bd. 17, S. 47 (1912), 
C 1913, S. 1017. 

*) Green, Journ. Chem, Soc, Bd. 103, S. 925 (1913). 

5) loc. cit. 

*) BB. 18, S. 967 (1885). 

7) Ann. Bd. 194, S, 205 (1878). 
*) Chem. Ztg. Bd, 29, S. 31 (1905). 
*) BB. 48, S. 1298 (1910). 
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firbte Holo- und hellere Hydrochinoide iiberfiihrbar. Ihnen 
eignet noch ein gewisser Farbcharakter und Kristallisierbar- 
keit. Den aus der hier zu _ beschreibenden Kondensation 
entstehenden Kérpern geht diese Verwandelbarkeit, Farb- 
charakter und Kristallisationsvermégen véllig ab. Sie sind 
reaktionstrige und haben weder chinoiden noch _ benzoiden 
Charakter. 

Die einfachste Verbindung dieser Klasse entsteht aus 
Benzochinon durch Licht, Warme, Kondensationsmittel, Al- 
kalien. Ihr Molekulargewicht und das Vorhandensein von 
vier Hydroxylgruppen weisen auf eine Kohlenstoffkondensation 
zweier Molekiile hin. Die so aus Benzochinon C,H,0, ent- 
stehende Verbindung C,,H,O, ist zu C,,H,, reduzierbar; Oxy- 
dation fiihrt iiber die héher hydroxylierte Verbindung C,, H,0, 
zu Oxalsiure. Homologe wurden aus Oxychinon: C,,H,O,, 
aus Bromchinon: C,,H,O,Br, dargestellt. In der Literatur 
fanden wir Beschreibungen mit genauen Analysenzahlen fiir 
gemischte Kondensationsprodukte aus Chinon + Oxychinon 
und aus Chinon + Aminochinon. In Farbe, Léslichkeit und 
sonstigen Eigenschaften gleichen sich alle diese Kérper. Sie 
unterliegen leicht inneren und duferen Kondensationen. 

Die bisherigen Untersuchungen iiber die energetischen 
Verhialtnisse im Chinonkern’) fiihren zur Annahme von benzo- 


') W. N. Hartley, Proc. Chem, Soc. Bd, 20, S. 160 (1904); Hart - 
ley und Leonard, Proc, Chem. Soc. Bd. 24, 8S. 284 (1908), Journ, Chem. 
Soc. Bd. 95, S. 34, 52 (1909); Kayser, Handbuch d. Spektroskopie Bd. III, 
S. 268 (1905), Verlag von Hirzel, Leipzig. Spektroskopie von F. C. Baly, 
Verlag von Springer, Berlin, S. 320. J. Stark und W. Steubing, 
Physikal. Zeitschr. Bd. 9, S. 481 (1908); Paul Pascal C. r. Bd. 150, 
S. 1167 (1910); Amand Valeur, Ann. chim. phys. 1900 [7 s.] Bd, 21, 
S. 470; Willstaétter und Parnas, BB, 41, S. 1464 (1908); Barral, 
Bull. soc, chim. [8] Bd. 18, S. 423 (1895); P. Pfeiffer, Ann. Bd, 412, 
S. 253 (1917); Schlenk und Thal, BB. 46, S. 2840 (1913); Rudolf 
Pummerer, BB. 52, S. 1403 (1919); Julius Schmidlin, Woh] und 
Thommen, BB. 438, S. 1298 (1910). Die peroxydartige Bindung, die 
Graebe zwischen beiden Sauerstoffatomen zog, ist nicht mehr aufrecht- 
zuerhalten, seit durch Barral (1. c.) die Griinde widerlegt sind, die zur 
Aufstellung der Peroxydformel fihrten. In der Tat fehlt den Chinonen 
das Charakteristikum der Peroxyde, die Fahigkeit zur Sauerstoffabgabe, 
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keto-chinoiden Schwingungen, deren Endausschlige sich im 
Radikel mit zwei einwertigen Sauerstoffatomen und im Diketon 
bildmafig ausprigen. 


‘ I 
V4 Pak 
6éE = 
V4 4 

0 6 


Die freien Valenzelektronen der Radikalform zwingen die 
o-stiindigen Wasserstoffatome zum Pendeln zwischen Sauer- 
stoff und o-stindigem Kohlenstoff und fiihren zu den Bildern 


: OH OH 
> eal C) 
a ee | oder | 
a Pe “— 

i OH OH 


| 
Sowohl die Formel mit gegenstiindigen dreiwertigen C-Atomen 


wie die Diallenformel erméglichen die Erklirung einer Ad- 
dition zweier Kerne durch Verbindung je zweier p-Stellen. 
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vollkommen. Da von Pummerer (I. c.) neuerdings fiir das chinoid ge- 
baute Radikal des Dehydrobinaphtylenoxyds eine Sauerstoff-Radikalformel 
zur Erklirung herangezogen wird, liegt es nahe, auch fir das Benzochinon 
die schon von Woskresensky und Liebig zunichst befiirwortete Ra- 
dikalformel wieder aufzunehmen. 
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Das perspektivische Bild zweier hintereinander gelagerter 
Benzolkerne bringt die Bindungsverhialtnisse anschaulicher 
heraus und gestattet eine bessere Ubersicht iiber innere Ring- 
schliisse und Kernkondensationen. 

Wir sind uns bewufit, daf& dies von uns in Vorschlag 
gebrachte Formelbild zunaichst fremd anmutet, weil fast alle 
bisherigen Erfahrungen dahin gehen, dafi Benzolkerne') sich 
zwanglos nur in der Kernebene weiterkondensieren lassen. 
Kinstweilen stimmen aber die wesentlichen experimentellen 
Tatsachen mit dem sterischen Formelbilde iiberein, so dab 
nicht ohne Verzicht auf jegliche Ubersicht von ihm abge- 
gangen werden kénnte. — Der durch Reduktion des C,, H,Os 
entstandene Kohlenwasserstoff C,,H,, wire dann zu formu- 
lieren: 


OH H, HOH 
a ay Fie.” 
ve OH \ # if S # Me 
H, HOH 
| Ay ~ u/) HOH now 7 OH 
| | | ——»> | | | {| <—— | | 
| : ! | ie | jJ® HOH | 
POLE by AAG ie . <a 
\. OH OY Ng Sey K HOH / 
% 
bal Se ha 
OH H, HOH 
Ci, H,0, Cy, Hoo Cy, H9945 
(Chinonhumus) (Zellulose) 


eines Kérpers, der zugleich das Reduktionsprodukt der Zel- 
lulose nach der Formel von Crofs und Bevan?) darstellen 


') Fiir das aus Anthracen durch Belichtung entstehende Paraanthracen 
nehmen Meyer und Eckert eine ahnliche Di-p. pencil an 


WYN AWN DON 


> | 


iis VAL VV 


Monatsh, Bd. 39, S. 241 (1918). 


*) G. Schwalbe, Die Chemie der Zellulose S. 349 (1918), Verlag 
Gebr. Borntriger, Berlin. Journ. Chem, Soc. Bd. 79, S. 366 (1901). 
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wiirde. Ob derartige Beziehungen zwischen Humus, Zellulose 
und mehrfach lierten Zyklohexanen im Pflanzenreiche und 
seinen geologischen Umwandlungsformen vorkommen, diirfte 
interessant zu entscheiden sein. 


Zersetzung von Chinon in siedendem Wasser. 


Wird Benzochinon (20 g) in konzentrierter wiBeriger Lésung 
(330 cem) am RiickfluBikiihler lebhaft gekocht, so ist nach etwa 
5 Stunden der Chinongeruch verschwunden, wihrend ein eigen- 
tiimlich strenger Geruch an seine Stelle getreten ist. Am Rande 
des Gefifies haben sich Harztrépfchen festgesetzt und in der 
tiefroten Lésung liegt ein schwarzer, harziger Klof}, der beim 
Erkalten erstarrt und leicht zerspringt. Aus dem getrock- 
neten und gepulverten Harzklumpen (8,7 g) liefien sich mit 
wenig Methylalkohol leicht 6,4 g eines in Lésung rotbraun 
gefiirbten Kérpers entziehen, der beim Eindampfen einen 
schwarzbraunen Lack bildete, sich kalt leicht verreiben lief 
und leicht léslich in Ma., A., Pyridin, Anilin, Phenylhydrazin, 
léslich in Phenol, weniger léslich in Eg., schwer léslich in W. 
(100 cem 1. b. Z. T. etwa 0,18 g), fast unléslich in Essigester und 
unléslich in Ae., Bzl., Pae., Chif. war. Er war spielend leicht 
léslich in Ammoniak und Alkalien und wurde durch Siuren 
aus diesen Lésungen in flockiger Form unverindert gefillt. 

Der aus alkalischer Lésung umgefillte, sorgfiltig chlor- 
frei gewaschene und mehrfach aus Methylalkohol umgeliste 
Kérper gab nach dem Trocknen im Vakuum iiber Phosphor- 
pentoxyd bei 100° folgende Zahlen: 

0,1516 g Substanz 0,3709 CO, 0,0453 H,O, 
C.,H, 0, Ber. C 66,64°o H 3,73 °/o, 
Gef. C 66,71°/o H 3,34°/o. 

Kin etwas hoher Kohlenstoff- und niedriger Wasserstoff- 
wert wurde stets gefunden; es liegt eine bisher nicht zu be- 
seitigende Verunreinigung durch das weiter unten beschriebene 
Produkt C,,H,,O, vor. 

Die Analysenzahlen weisen auf ein Polymeres des Benzo- 
chinons hin. Die Molekulargewichtsbestimmung aus Phenol 
ergab: 

24,388 g Phenol 0,0444 Substanz 0,061° Depr. M = 214,9 Ber. 214,1. 















—_— ww» ——_—_—_— ~~ ee a a= - 
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Beim Erhitzen zersetzt sich der in heifem Wasser harz- 
artig zusammenlaufende Kérper ohne scharfen Schmelzpunkt. 
Aus der ammoniakalischen Lésung wird er durch Magnesium- 
Kalzium-EHisen- und Kupfersalze fast vollig gefillt. Die Zu- 
sammensetzung solcher Salze liefert aber keinen Anhalt fiir 
die Molekulargréfie der Substanz, weil die Salze nur sehr 
geringe Mengen der Basis enthalten und wahrscheinlich beim 
Auswaschen weitgehend hydrolytisch gespalten werden. Die 
Substanz verhilt sich hierin gerbstoffiihnlich, auch der Ge- 
schmack der wifirigen Lésung ist gerbstoffiihnlich und gleicht 
fast véllig dem eines zweiten Teeaufgusses; Leimlésung wird 
gefallt. 


Kalziumsalz: In ein Gemisch von 50 cem einer 10°/, igen 
Chlorkalziumlésung, 30 ccm einer 10°/,igen Chlorammonium- 
lésung und 15 ccm 25°/,igen Ammoniaks wurde eine Lésung 
von 1 g des Kérpers C,,H,O, in 30 ccm 10°/, igen Ammoniaks 
und 30 ccm Wasser gegossen, der entstandene Niederschlag 
durch glattes Filter filtriert und chlorfrei gewaschen. Aus- 
beute 0,55 g nach 2stiindigem Trocknen bei 100°. Die Farbe 
des Niederschlags ist dunkler als die des mehr braunstichigen 
C,,H,O,. Kalziumbestimmung durch Veraschung und Wagung 
als CaQ. 


0,2515 g Substanz 0,0156 CaO; 0,2590 g Substanz 0,0158 CaO. 
Ber. f. Cy,H5)0;, Ca (2 Chinonreste) Ca = 4,44°/o, 
Gef. Ca = 4,43°%o  4,36°/o. 


Magnesiumsalz: Zu einem Gemisch von 60 ccm einer 
n. Magnesiumsulfatlésung, 10 ccm 10°/, ige Ammoniumchlorid- 
lésung und 40 cem 25°/,iger Ammoniaklésung, wurde eine Lé- 
sung von 1 g des C,,H,O, in 20 ccm 25°/,igen Ammoniaks 
und 80 ccm Wasser gegeben, der Niederschlag abgenutscht 
und chlorfrei gewaschen. Ausbeute nach dem Trocknen bei 
100° 0,8 g. 

Magnesiumbestimmung durch Veraschung und Wiagung als 
MgO: Die Zersetzungsprodukte hatten zunichst einen mufflig- 
indifferenten, dann einen sehr stechenden, zuletzt héher phenol- 
artigen Geruch. 
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0,2588 g Substanz 0,0116 MgO 

0,3298 g Substanz 0,0180 MgO 

Ber. f. C,,H3,0,, Mg (8 Chinonreste) Mg = 2,74°/, 
Gef. Mg = 2,43°/, 3,29°/,. 


Ferrisalz: In eine filtrierte, aufgekochte, heibe Lésung 
von 100 cem Eisenchloridlésung, 3,1 g Zitronensdure in 50 ccm 
Wasser und 30 ccm 25°/,iger Ammoniaklésung wurde eine 
Lésung von 1 g C,,H, 0, in 30 com 25°/,igen Ammoniaks und 
30 ccm Wasser gegeben, filtriert und chlorfrei gewaschen. 
Ausbeute 0,4 g eines schwarzen, amorphen Pulvers. 

Kisenbestimmung durch Veraschung als Fe, O,. 

Die Zersetzungsprodukte hatten schon bei verh. niedriger 
‘Temperatur einen déuferst stechenden, augenreizenden, spiter- 
hin phenolartigen Geruch. 


0,1476 g Substanz 0,0069 Fe,O, 0,2417 g Substanz 0,0078 Fe, 0, 
Ber. f. C,,,H,30,, Fe‘ (18 Chinonreste) Fe = 2,11°/, 
Gef. Fe = 3,27°/, 2,26°,. 


Kupfersalz: Zu einer siedend heiBen Liésung von 100 ccm 
7 °/,iger Kupfersulfatlésung und 20 ccm 25°/,igen Ammoniaks 
wurde 1 g C,, H,O, in 30 cem 25°/,igen Ammoniak und 30 ccm 
Wasser gegeben. Die schwarze Fallung wurde abgenutscht 
und bis zum Verschwinden der Blaufairbung ausgewaschen. 
Ausbeute 0,8 g nach dem Trocknen im Vakuum bei 100°. 

Auch hier trat beim Erwirmen ein stechender Geruch 
auf, der in der Nase Schnupfengefiihl und Kratzen hervorrief. 
Nachher schwacher Phenolgeruch. 


Kupferbestimmung durch Veraschen als CuO. 


0,2053 g Substanz 0,0346 g CuO; 0,2876 g Substanz 0,0510 CuO; 
0,3185 g Substanz 0,0560 CuO 

Ber. f. C,,H,,O, Cu (4 Chinonreste) Cu = 12,88°/, 

Gef. Cu = 13,47°/, 14,17°/, 14,05. 


Acetylverbindung: Da die Léslichkeit des C,,H,O, auf 
ein Vorhandensein von Hydroxylgruppen hinwies, wurde er mit 
der 20fachen Menge Kssigsiureanhydrid und einigen Tropfen 
Schwefelsiure 4 Stunden Jang nicht ganz bis zum Sieden auf 
dem Drahtnetze erhitzt. Der Kérper léste sich leicht im 
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Anhydrid und wurde aus dem erkalteten Reaktionsgemisch 
durch vorsichtigen Zusatz von Alkohol gefallt. 


0,1409 g Substanz 0,3274 CO, 0,0440 H,0O. 
Ber. f. Diacetylderivat C,,H,0, (CH,CO),—C,,H,,O, 63,98°/,C 4,03°/,H 
, lriacetylderivat C,,H,0O,(CH,CO)s=C,,H,,O, 63,14°/,C 4,12°/,H 
, » letraacetylderiv.C,,H,0, (CH,;CO),=—C,,H,,O, 62,48°/,C 4,20°/,H 
Gef. 63,37°/,C 3,50°/,H 


Es lag wahrscheinlich ein Gemisch von Di- und Triacety]- 
kérpern vor, das noch freie Hydroxylgruppen trug und dem- 
gemifs noch leicht léslich in kalten Alkalien war. Es war 
vollig unléslich in W., Ma., A., Eg., Bzl., Chif., aber leichtléslich 
in Essigsiureanhydrid, aus dessen Lésungen es durch Bzl., Ma., 
A., Ae., aber nicht durch Eg. und Aceton gefallt wurde. Gegen- 
iiber dem braunschwarzen C,,H,O, sah es grauschwarz aus 
und haftete nicht so stark an Papier und Glas. 

Wurde beim Acetylieren 24 Stunden lebhaft im Sieden 
erhalten'), so entstand ein Kérper, der nunmehr fast unléslich 
in verdiinnter Natronlauge war. 


0,1527 Substanz 0,3532 CO, 0,0557 H,O 
Gef. 63,08°/, C 4,08°/, H. 


Das Ergebnis der Acetylierung ist, daf} von den Sauer- 
stoffatomen des C,,H,O, wenigstens drei in Hydroxylform 
vorliegen, wodurch auch fiir das vierte die Hydroxylform 
sehr wahrscheinlich gemacht wird. 


Nebenprodukte der Wasserzersetzung des Benzochinons: 
Von dem 8,7 g betragenden Harzklumpen, der sich bei der 
Wasserzersetzung des Chinons (20 g) ausgeschieden hatte, 
waren 6,4 g in Methylalkohol léslich gewesen. Bei dem Rest 
von ahnlich schwarzbrauner Farbe versagten die iiblichen 
organischen Lésungsmittel; deshalb wurde der Kérper mehr- 
fach mit 7/,, n. Natronlauge gelést, in der er spielend léslich 
war, mit Chlorwasserstoffsiure gefallt und im Vakuum bei 
100° getrocknet. Ausbeute 0,85 g. 


1) Entgegen Otto Stillichs Beobachtung (BB. 38, S. 1241 [1908]) 
war also die Acetylierung beim lebhaften Sieden vollstindiger. 
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0,1604 g Substanz 0,3797 CO, 0,0889 H,O 
Ber. f. C.,H,.0,  64,85°/, C 2,78°/, H 
Gef. 64,559, C 2,719, H. 


Dieselbe Verbindung entstand beim monatelangen Stehen 
von Chinon mit Fluorwasserstoffsiure in der Kilte neben 
anderen Produkten als ebenfalls nur alkaliléslicher Kérper. 

0,1525 g Substanz 0,3615 CO, 0,0374 H,O 
Gef. 64,66°/, C 2,75°/, H. 

Da die Reduktionsprodukte dieses Kérpers die gleichen 
sind wie die des Kérpers C,,H,0,, ist anzunehmen, daf} sich 
beide von derselben Stammsubstanz ableiten. Der hihere 
Sauerstoffgehalt erklirt sich daraus, daf} Chinon in wiifriger 
Lésung leicht in Oxyhydrochinon iibergeht, das vom Benzo- 
chinon, als dem energiereichsten Klassenvertreter'), sogleich 
in Oxychinon iibergefiihrt wird und nun seinerseits mit sich 
selbst oder Benzochinon zusammentreten kann. Daf derartige 
Ubergiinge méglich sind, konnten wir durch folgenden Versuch 
erhirten: , 

1,26 g Oxyhydrochinon wurden in konzentriert wifriger 
Lisung mit einer heili gesi&ttigten, wifrigen Lisung von 
3,24 g Chinon versetzt. Wéahrend sich das Chinon an den 
kalten Seitenwanden des Kilbchens ausschied, blieb es in der 
Oxyhydrochinonlésung gelést, die sich tiefbraun farbte und 
nach einigen Tagen einen sehr feinpulvrigen, schwarzen Nieder- 
schlag fallen liefi. Es wurde abgesaugt, das nicht mehr nach 
Chinon riechende Filtrat zur Trockne gedampft. Der Riick- 
stand zeigte im pulvrigen Grunde lange, schwarze Kristall- 
nadeln (Hydrochinon). Nach 3maligem Ausziehen mit Ather 
wurde der Riickstand in 99°/,igem A. gelést, filtriert und zur 
Trockne gedampft. Sehr spréder, lackartiger Riickstand, der 
gepulvert und zur vélligen Entfernung des Hydrochinons 6 mal 
mit Essigester ausgekocht wurde. Der Riickstand war schwarz, 
unschmelzbar, tiber freier Flamme erhitzt wenig aufpuffend. 
Der weifie Rauch roch nach Phenolhomologen. Leicht ldslich 
in Alkohol (Pyridin, Anilin Verainderung?), wenig ldslich in 
heiBem W., Eg., unléslich Bzl., Ae. 


') Amand Valeur l. c. 
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0,1623 g Substanz 0,3428 CO, 0,0468 H,O 
Ber. f. C,.H,O,  58,069/, C 3,25°/, H 
Gef. 57,599/, C 3,18°%/, H 


Formelbild: 


Aus Chinon und Oxyhydrochinon hat sich also Oxychinon 
gebildet, das derselben Kondensation anheimgefallen ist, wie 
sie vorhin beim Benzochinon beschrieben wurde. 

Hartley und Leonard’) scheinen beim Kochen einiger g 
Chinon mit 3 Litern Wasser — also aus viel verdiinnterer 
Lésung — ein Kondensationsprodukt aus Oxychinon und Chinon 
unter den Hiinden gehabt zu haben. 


Sie fanden: 


I. C 62,08, H 3,46% C 62,05, H 3,44%, 
C,,H,O, Ber. C 62,06%, H 3,44°/, 

Il. C 62,56%, H 3,08, C 62,31, H 294%, 
C,.H,O, Ber. C 62,339, H 3,03%,. 


1. . 
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Das wafirige Filtrat des 8. 6 Z. 11 erwihnten Harz- Hy¢ 
kuchens von der Wasserzersetzung des Chinons ergab beim enti 
Eindampfen 11,7 g emer dunkelbraunen, schmierigen Masse, 
die mit farblosen Kristalldrusen von Hydrochinon durchsetzt 
war. Sie war unter Hinterlassung von 0,55 g feiner, farb- 


loser, glitzernder Kristiallchen von stechend saurem Geschmack chit 
‘itherldslich. Nach dem Kochen mit Tierkohle blieb ein sch 
brauner, von Hydrochinonkristallen durchsetzter Riickstand rat 
(9,75 g). Dieser wurde mit Ather aufgenommen und zur nac 
Entfernung der sauren Bestandteile mit 5°/,iger Sodalésung | sch 
und Wasser durchgeschiittelt. EKindampfriickstand der tief- An 
roten atherischen Lésungen 8,12 g schmieriges Hydrochinon, ™@ ¢ 
das nur durch Sublimation zu reinigen war. Die tiefrot ge- | lie 
farbten wabrig-alkalischen Lésungen wurden nach dem Durch- CC 
pi 8 mit Ather — diese Atherausziige enthielten etwa Le 
g Hydrochinon — mit Schwefelsiure angesiuert, wonach Po 
A g eines dunklen, schwach siuerlich bittern, den Speichel | ch 
rosa fiirbenden Niederschlags fielen, und das noch immer rot Pk 
gefirbte Filtrat 3mal mit Ather ausgeschiittelt. Die itheri- Pr 
schen Extrakte hinterliefien nach dem Einengen eine dunkel- 
braune, sirupése Fliissigkeit, die alsbald mit strahligen Kristall- (@@ W' 
nadelaggregaten durchsetzt war. Geschmack stechend sauer, da 
auferordentlich zusammenziehend, harzig, speichelrétend. Durch 8° 
Sublimation bei 210—230° des Olbades wurden 0,35 g farb- be 
lose, flache Spiefie und schwach rétliche Krusten von eigen- * 
artig brenzlich-siigem Geruch und brennendem, schwach salzig Ww 
kiihlendem, schwach nitrilartigem Geschmack gewonnen. Der —@ % 


Speichel wurde nicht mehr gerétet. Gegen Lackmus reagierte e} 
die Substanz stark sauer. Silbernitratlésung wurde erst nach al 
Zusatz von Ammoniak reduziert. Alkoholisch-wiBrige Kupfer- F 
acetatlésung wurde beim Kochen unter Bildung von Oxydul | i 
und eines Kupferspiegels reduziert. Bleiacetat in essigsaurer S 
Lésung wurde nicht gefiallt. d 
Als Riickstand der Sublimation blieb ein schwarzes, split- v 
terndes Harz, das leicht léslich in Natronlauge, aber nicht 
mehr véllig léslich in Ather war, der sich tiefrot firbte. 
Es ist nicht unwahrscheinlich, dafi die grofien Mengen 
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Hydrochinon (6,1 g) einer Zersetzungsreaktion des Chinons 
entstammen, die auch bei der Hitzezersetzung beobachtet wurde. 


Hitzezersetzung des Benzochinons. 


Eine gewisse Analogie zu der Zersetzung des Benzo- 
chinons in wiafiriger Lésung bot die Hitzezersetzung im Ein- 
schlufrohr. Wurde die Zersetzung sehr vorsichtig bei Tempe- 
raturen zwischen 165—185° vorgenommen, so war das Chinon 
nach 5 Stunden vollig verschwunden und ein asphaltartig 
schwarzer, spréder SchmelzfluB mit einem schwachen, weifien 
Anfluge von Hydrochinon erfiillte das Rohr, in dem stets 
betrichtlicher Druck von CO und CO, vorhanden war. (So 
lieferten 1,6564 g Chinon im viéllig evakuierten Rohre 18,1 ccm 
CO, und 6,02 cem CO bei 17° und 750 mm.) Wurde bei der 
Zersetzung bis 195° gegangen, so zeigte die Schmelze blasige 
Poren, war hiarter und wies einen stirkeren Anflug von Hydro- 
chinon auf. Bei noch héheren Zersetzungstemperaturen trat 
Phenolgeruch auf und die Zusammensetzung der erhaltenen 
Produkte war stark von obiger verschieden. 

53,5 g emer bei 165—185° gebildeten Zersetzungsmasse 
wurden 3mal mit je 1'/, 1 Wasser in der Weise ausgekocht, 
dafi der fein gepulverte Kérper in das siedende Wasser ein- 
getragen wurde, in dem er sich zu harzigen Tropfen zusammen- 
ballte. Der erste Auszug hatte tiefrote Farbe, reagierte stark 
sauer und schmeckte aufjerordentlich zusammenziehend bitter 
und brennend. Die spateren Ausziige waren gelbbraun und 
schmeckten wie ein zweiter Teeaufguf} bitterlich, schaum- 
erregend. Der zuriickbleibende Harzklumpen wurde mit Methyl- 
alkohol ausgezogen, worin ein grofer Teil mit tiefbrauner 
Farbe spielend léslich war. Nach mehrfachem Umlésen des 
methylalkoholléslichen Anteils und Umfiallen aus Natronlauge- 
Salzsiiure wurden 16,6 g desselben Koérpers C,,H,O, gewonnen, 
der als Hauptprodukt der Wasserzersetzung aufgefunden 
worden war. 


0,0988 g Substanz 0,2300 CO, 0,0294 H,O 
Ber. f. C,.H,O,  66,64°/, C 3,73°/, H 
Gef. 66,869/, C 3,51, H. 
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Kin Acetylierungsprodukt dieses Kérpers, das in Phenol 
gelést und nach dem Zusatz von Alkohol durch Fallen mit 
Benzol gereinigt worden war, gab auf ein Tetraacetat weisende 
Zahlen: 


0,1515 g Substanz 0,3472 CO, 0,0495 H,O 
Ber. f. C,,H,,O0, 62,48°/, C 4,20°/, H 
Gef. 62,50°/, C 3,66°/, H. 


Der methylalkoholunlésliche Riickstand des Herzklumpens 
wurde durch Natronlauge-Salzsiurefillung méglichst gereinigt 
und so 8,25 g eines im Vergleich zum braunen C,,H,0, braun- 
schwarz gefirbten Produktes gewonnen, das bei der Analyse 
die Zusammensetzung C 66,03 °/,, H 2,64°/, aufwies. Das Er- 
zeugnis enthielt wesentlich mehr Kohlenstoff, als das ihm in 
den Léslichkeitsverhiltnissen ahnliche Produkt aus der Wasser- 
zersetzung mit 64,55°/, C und 2,71°/, H. 

Da fiir das Acetylierungsprodukt dieses Kérpers kein Li- 
sungsmittel gefunden werden konnte, wurde das rohe, koks- 
artig schwarz aussehende Reaktionsgemisch so lange mit 
Essigsiureanhydrid ausgekocht, bis nichts mehr in Lésung 
ging. Der Riickstand war fast unléslich in siedender 10 °/,iger 
Natronlauge, unléslich in siedendem Pyridin und Chinolin sowie 
allen iiblichen organischen Lésungsmitteln. 


0,1532 g Substanz 0,3541 CO, 0,0894 H,O 
Ber. f. CyH,,0, 63,14%/, C 3,18°/, H 
Gef. 63,02°), C 2,88°!, H. 


Die Analyse stimmt auf ein Tetraacetylderivat eines 
Korpers C,,H,O,, der als Oxydationsprodukt eines Molekiils 
C,,H,O, durch zwei Chinonmolekiile entstanden gedacht werden 
kénnte. Er war sehr reaktionstriige. So wurde er von ver- 
diinnter Salpetersiure (1,2) selbst beim Kochen nicht ange- 
griffen und von konzentrierter Schwefelsiure erst beim Sieden 
zersetzt. Es wird festzustellen sein, ob hier innere oder 
iuBere Verkettungen des C,,H,O, entstanden sind. 

Auch aus dem nur alkaliléslichen Anteil der Wasserzer- 
setzung konnten wir friiher durch zehnstiindiges Kochen mit 
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Essigsiureanhydrid und Schwefelsiure ein Acetylderivat ahn- 
licher Zusammensetzung gewinnen: 

0,1689 g Substanz 0,3900 CO, 0,0501 H:O 

Gef. 62,96°/, C 3,82 °/, H. 

Wie bei der Wasserzersetzung war auch bei der Hitze- 
zersetzung der gréfere Teil der Zersetzungsprodukte wasser- 
léslich. Das erste Auskochwasser war tiefrot, schmeckte 
stark brennend und sauer und hatte beim wochenlangen Stehen 
an der Luft eine diinne, schillernde Haut und einen geringen, 
schwarzroten Bodensatz ausgeschieden. Beim Ausschiitteln mit 
Ather ging der rote Farbstoff in den Ather iiber. Die Haupt- 
menge der gelésten Substanzen war auch hier atherlislich, 
denn der wafirige Riickstand hinterliefi beim Eindampfen nur 
4,25 g einer schwarzen, von Kristallen durchsetzten Masse 
von saurem Geruch. Der Geschmack der Kristalle war stehend 
salzartig, der der schwarzen Masse nach dem Trocknen (Oxy- 
dation?) zunachst salzig, dann stark sauer, zusammenziehend 
bitter. 

Die atherische, rote Lésung schied nach dem Abdunsten bis 
fast zur Trockne auf Zugabe von Wasser neben Hydrochinon- 
nadeln dunkelrote Tropfen aus, die alsbald in weifie, glianzende 
Kristallblattchen iibergingen. Sie zeigten den stark unge- 
sittigten Geruch und stark brennenden, unangenehm petroleum- 
artigen Geschmack, der die waifrigen Ausziige der Hitzezer- 
setzung kennzeichnete, im verstiirktem Mafe. Als versucht 
wurde, die Blittchen nach Zusatz von viel Wasser zur Lé- 
sung des Hydrochinons abzufiltrieren, farbten sich die Blitt- 
chen nach dem Verschwinden der schiitzenden Wasserhaut 
zunichst schillernd, dann vollkommen schwarz. Als der Nut- 
scheninhalt einige Zeit auf dem Wasserbade erwirmt worden 
war, war die Masse vollkommen schwarz geworden und hatte den 
charakteristischen Geschmack und Geruch vollstindig verloren. 

Uber diese bemerkenswerte Zersetzungsreaktion soll in 
einer spaiteren Abhandlung berichtet werden. 

Bei der zwischen 180—195° verlaufenen Hitzezersetzung 
des Chinons waren aus 54,8 g Zersetzungsprodukt nach dem 
Auskochen mit Wasser 6,2 g methylalkoholléslicher, 20,7 g 
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nur natronlaugeléslicher und 3 g natronlaugeunléslicher Riick- 
stand hinterblieben. 


Hitzezersetzung des Bromchinons. 


Als Bromchinon, das schon beim Liegen nach einigen 
Wochen an der Oberfliche schwarzlich graugriin wird, in 
Mengen von 5 g und 7,8 g im kleinen Erlenmeyer mit weitem 
Steigrohr im Paraffinbade bis auf 194° erhitzt wurde, stieg 
die Temperatur der rotschwarzen Schmelze unter Aufsieden 
bis auf 240°, wobei ein phenolartiger, zum Husten reizender 
Geruch auftrat. Das harte, schwarze Zersetzungsprodukt 
(11,3 g) wurde dreimal mit Schwefelkohlenstoff (Riickstand 
11,1 g) und sechsmal mit Wasser ausgekocht (9 g Riick- 
stand), wonach ein kastanienbraunes Pulver mit schwachem 
Geruch nach Bromhydrochinon zuriickblieb. Der Riickstand 
wurde in Methylalkohol gelést, von einem braunen Uber- 
bleibsel (1,3 g) abfiltriert, zur Trockne gedampft, gepulvert 
und im Vakuum-Exsikkator getrocknet. Das Erzeugnis ist 
leicht léslich in Ma., A., Amylalkohol, Aceton, Essigester, Pyri- 
din, léslich in A., weniger in Ameisensiure, Chloroform, Te- 
tralin, Benzol, fast unléslich in Tetrachlorkohlenstoff und 
Schwefelkohlenstoff, unléslich in Petrolither. 


0,1613 g Substanz 0,2272 CO, 0,0270 H,O 

0,2064 g Substanz 0,2120 AgBr. 

Ber f. C,H,BrO, 38,52°%o C 1,62°/, H 42,75°/, Br. 
Gef. 38,41 °/, C 1,87°/,H 48,71°/, Br. 


Mol.-Gew. kryoskopisch aus Phenol: 24,347 g Phenol 


0,3859 g Substanz 0,251° Depr. Gef. Mol.-Gew.474 Ber. Mol.-Gew. 371,87 
0,1797 g . 0,148° , m ‘ 374 
0,1522 g Z 0,119° , . ‘ 378 


Bei einem zweiten Versuche wurden aus 6,6 g Bromchinon 
3,65 g methylalkoholunlésliches und 0,25 g nur alkalilésliches 
Produkt gewonnen. Die Analyse des methylalkoholunléslichen, 
nur in Pyridin und Alkalien léslichen, aus ersterem durch 
Schwefelkohlenstoff, Ather, Kssigester, Benzol, Chloroform, 
Alkohol, aus letzterem durch Sauren fallbaren, dunkelbraunen 


o 
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Pulvers ergab nach dem Umfiallen aus Pyridin durch Essigester 
folgende Zahlen: 


0,1506 g Substanz 0,0266 H,O 0,2414 CO, 
0,1249 g Substanz 0,0974 AgBr, 


die zu der noch nicht auflésbaren Gruppierung C,, H, ,; Br,3; O4,34 
fiihren. 


Hitzezersetzung des Dibromchinons. 


42 g des bei 180° triibe, bei 184° klar schmelzenden, 
zitronengelben Chinons wurden in Erlenmeyer im Paraffinbade 
bis 235° erhitzt, wo eine lebhafte Zersetzung unter Aufsieden 
und Verdampfen des vorher schén sublimierenden Chinons ein- 
setzte. Das fast schwarz gefirbte Reaktionsprodukt erstarrte 
bald und stiefi qualmend Bromwasserstoff aus.. Nach zwei 
Tagen roch die Masse bromoformihnlich. Die blasigspréde 
Masse wurde dreimal mit Benzol extrahiert, wobei sie asphalt- 
artig zusammenklumpte, alsdann gepulvert und wiederum aus- 
gezogen. Die nunmehr brécklig kérnige Masse wurde zerkleinert, 
getrocknet und dreimal mit je 200 cem Wasser ausgekocht. 
Das wiederum getrocknete Erzeugnis wurde nacheinander mit 
Methylalkohol, Athylalkohol und Ather erschépft. Die Aus- 
ziige hinterliefien nach dem Eindunsten und Umlésen aus Methy]- 
alkohol 1,7 g einen braunen Puivers, das heller war als das 
analog aus Monobromchinon erhaltene. In diinner Schicht lack- 
artig ausgeschieden, spielte es in schénen Regenbogenfarben. 
0,1574 g Substanz 0,1758 CO2 0,0209 H,O; 0,1935 g Substanz 0,2483 g AgBr 

Ber. f. C,,H,BryO, 31,66, C 1,55°/,H 52,71°/, Br 
Gef. 80,46°/,C 1,49°/,H 54,62°/, Br. 

Der methylalkoholunlisliche Teil wurde in 2—3°/, Na- 
tronlauge gelést (aus 10 °/,iger schied sich ein Natriumsalz 
aus), mit Chlorwasserstoffsiure gefallt, chlorfrei gewaschen 
und bei 100° im Vakuum getrocknet. Schwarzbraunes Pulver, 
noch dunkler als C,,H,0O,, fest an Glas und Papier haftend. 

0,1651 g Substanz 0,2071 CO, 0,0164 H,O. 
0,1861 g Substanz 0,2158 AgBr. 
Ber. f. C,,H,Br,O, 34,92°/,C 1,10, H 48,46°%), Br 


Gef. 34,21°/,C 1,11°/,H 49,35, Br. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXI. 2 











age 
eee 





18 Hugo Stoltzenberg u. Margarete Stoltzenberg-Bergius, 


Die geringe Ausbeute an alkoholléslichem Produkt, die 
reichliche Bromwasserstoffabspaltung und die Analysenzahlen, 
die bei dem alkoholléslichen Kérper auf die Stammsubstanz 
C,,H,,0, schliefien lassen, deuten darauf hin, dai die Ent- 
stehungstemperatur (235°) bereits zu hoch lag und daher 
andersartig zusammengesetzte Kérper oder Gemische ent- 
standen sind. 


Es bleibt eine offene Frage, ob der geschilderten Kérper- 
klasse auch Polymerisationsprodukte der amidierten Chinone 
angehéren, die, wie wir schon eingangs andeuteten, auch 
Polymerisationen nach zwei anderen Richtungen hin unter- 
worfen sind. Nach der Beschreibung, die Zincke fiir die 
Einwirkungsprodukte von Ammoniak auf Chinon gegeben hat, 
will es scheinen, als ob jene nicht den merichinoiden Poly- 
merisationsreihen angehérten, sondern unserer Kérperklasse. 
Durch Einwirkung gasférmigen Ammoniaks auf festes Chinon 
hatte Zincke’) den Kérper C,,H,NO, erhalten, der sich als 
ein Kondensationsprodukt eines Molekils Benzochinon mit 
einem Molekiil Aminochinon interpretieren liefe: 


OH 
ro, 
\ a 
0 
H/ \H 


0 
H/’ \NH, 
{ 


ae 
H\ /H H\ ja 
O O 


wihrend das bei der Einwirkung von Ammoniak auf Chinone 
in atherischer oder chloroformischer Lésung entstandene Kon- 
densationsprodukt C,H,(NH,)0O,, das beim Erhitzen Ammoniak 
abgab, aus 2 Molekiilen Aminochinon zusammengesetzt gedacht 
werden kénnte: 


1) BB. 16, S. 1555 (1883). 
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Die Frage, ob die aus o-Chinonen, Chinonimiden, Chinon- 
chlorimiden und chinoiden Formen héher kondensierter Systeme 
unter den gleichen Kinfliissen entstehenden Polymerisations- 
produkte teilweise hierher gehéren, bedarf eingehenden Studiums. 


Reduktion des C,,H,Q,. 


Zur Reduktion wurden 4mal je 2,2 g mit je 30 cem Jod- 
wasserstoffsiure 1,96 und 1 g Jodphosphonium 5 Stunden lang 
im Einschlufrohr auf 200° gehalten. Bei einem Rohre gliickte 
es, die Temperatur auf 250° zu treiben, in den iibrigen Fallen 
wurde davon Abstand genommen, weil das Kriegsglas solche 
Behandlung nicht vertrug. Nach dem Erkalten und Ablassen 
des Druckes zeigte sich die Jodwasserstoffsiure von einer 
sich der Liinge nach durchs Rohr ziehenden, schwarzen, wachs- 
artigen Decke iiberzogen. Auf der Jodwasserstoffsiure ein 
wenig Oltrépfchen, und zwar bei dem héher erhitzten Rohre 
mehr. Nach dem Abgiefien der Jodwasserstoffsiure durch 
einen Trichter mit Glasstépsel zeigte sich das wachsartig- 
briichige Produkt mit rétlich-braunen Oltrépfchen bedeckt. 
Die Trépfchen gingen leicht in Benzol iiber, wiahrend das 
Wachs sich nicht léste, und wurden nach dem Durchschiitteln 
des Benzols mit Bisulfitlésung und Wasser und Trocknen durch 
Chlorkalzium der Vakuumdestillation unterworfen. Aus der 
tiefrot gefirbten Fliissigkeit destillierte zunichst farbloses 
Benzol iiber, dann einige rot gefirbte Benzoltropfen, zwischen 
100 und 154° als erste Fraktion einige ritlich gefairbte Tropfen 
von kampferartigem Geruch, zuletzt zwischen 155 und 200° 
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dickfliissige, schwach griinlich gefirbte Tropfen mit einem 
Geruch, der an verbrennenden Kautschuk erinnerte. Die Tem- 
peratur des Aufienbades wurde, ohne dafi mehr iiberging, bis 
400° getrieben. Der schwarzbraun gefirbte, lackartige De- 
stillationsriickstand war leicht léslich in Benzol und wurde 
nach dem Aufkochen mit wenig Tierkohle, Vertreiben des 
Benzols und Trocknen bei 200° der Analyse unterworfen, um 
auch hier das Verhiltnis von C:H kennen zu lernen. 


Reduktion des C,,H,,0,. 


Der sauerstoffreichere Wasserzersetzungskérper des Benzo- 
chinons lieferte bei der Reduktion unter gleichen Bedingungen 
fast dasselbe Bild, nur war etwas weniger O1 entstanden. 
Aus 8 g waren 6,5 g des schwarzen, wachsartigen Koérpers 
gebildet worden. Die Vakuumdestillation des benzolléslichen 
Anteiles ergab zunichst ein nur farbloses Benzoldestillat, dessen 
letzte Tropfen eine eben noch braun erscheinende Lésung 
von Brom in Benzol entfairbten, die darauf kirschrot wurde. 
Zwischen 76 und 115° ging ein farbloser Tropfen von kampfer- 
artigem Geruche iiber. Zwischen 127—140°, und zwar haupt- 
sichlich bei 133° ging eine farblose Flissigkeit iiber, die 
Kampfergeruch mit dem von Gummiverbrennungsprodukten 
vereinigte, und zwischen 150—207° gingen schwerer fliissige 
Tropfen tiber, die beim Stehen gelblich wurden mit schwach 
griinlichem Schein. Sie erinnerten im Geruche an Maschinenil, 
warm auch an Speck. Auch hier wurde der Destillations- 
riickstand nach der Reinigung analysiert. 


Reduktion von C,, H,0,. 


1. Destillat: 100—154° 0,1376 g Substanz 0,4242 CO, 0,1506 H,O 
Gef. 84,09°/, C 12,25°/, H 
woraus sich errechnet als Br.-Zss. C,.H4.0p,4 


2. Destillat: 155—200° 0,1187 g Substanz 0,8831 CO, 0,1228 H,O 
Gef. 87,98°/, C 11,57°/, H 
woraus sich errechnet als Br.-Zss, C,,H;, 
Ber. f. C,,H,, 88,26°/, C 11,74°/, H 
Destillationsriickstand: 0,1454 g Substanz 0,4660 CO, 0,1213 H,O 
Gef. 87,40°/,C 9,33°/, H 
woraus sich errechnet als Br.-Zss. Cy, Hy;/4¢9 
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Reduktion von C,,H,, Oy. 


1. Destillat: 127—140° 0,1537 g Substanz 0,4905 CO, 0,1657 H,O 
Gef, 87,02°/, C 12,06°/, H 
woraus sich errechnet als Br.-Zss. C,. Hoo 
Ber. f. C,,H., 87,72°/, C 12,28°/, H 
2. Destillat: 150—207° 0,067 g Substanz 0,0682 H,O 
Gef. 11,24°/, H 
Ber. f. 7.8, 13,707.-8 
woraus sich errechnet als Br.-Zss. — 
Destillationsriickstand: 0,1889 g Substanz 0,4318 CO, 0,1097 H,O 
Gef. 84,76°/, C 8,84°/, H 
woraus sich errechnet als Br.-Zss. C,,H;,0 


Aus dem liickenhaften Resultate, das wir wiederholen 
werden, sobald uns unsere Mittel dies gestatten, geht immer- 
hin so viel hervor, dai beide Kérper die gleichen destillabelen 
Reduktionsprodukte liefern, deren héchst hydriertes C,,H,, 
darstellt. Der Siedepunkt dieser als Hauptprodukt der destil- 
labelen Reduktionsprodukte erscheinenden Verbindung, der 
gegen 133° bei 7—8 mm Druck liegen diirfte, weist auf einen 
monomolekularen Kérper der Zusammensetzung C,,H,0, als 
Ausgangsprodukt hin und erhirtet somit die durch die Mole- 
kulargewichtsbestimmung und Acetylierung gestiitzte Annahme 
der molekularen Zusammensetzung. Der in geringer Menge 
auftretende Kérper C,,H,, und die Zusammensetzung des 
Destillationsriickstandes weisen darauf hin, dafi zunichst bei 
der Einwirkung von Jodwasserstoff neben einer Anhydrisierung 
eine Kondensation mehrerer Molekiile eintritt. 


Als Hauptprodukt der Reduktion entstanden aus 8,8 g 


C,,H,0O, 4,6 g eines schwarzen Wachses. Dieses lieferte nach 
dem Extrahieren mit Methylalkohol, Lésen in Pyridin, Fallen 
mit Methylalkohol, Digerieren mit 50 ccm 5°/,iger Salzsiure 
auf dem Wasserbade zur Entfernung der hartnickig anhaf- 
tenden Pyridinspuren und 10maligem Digerieren mit 100 ccm 
Wasser 1,7 g einer ersten und 0,35 g einer zweiten Fallung 
eines braunschwarzen, pulvrigen Harzkérpers. Dieser konnte 
in keinem anderen Lésungsmittel als Pyridin gelést werden 
und wurde durch W., Ma., A., Ae., Essigester, Bzl. und 33 °/, ige 
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Ammoniaklésung sehr leicht, mit Eg., Pae. und ChlIf. weniger 
rasch feinflockig gefaillt. Er war alkaliunléslich und haftete 
auferordentlich fest wachsartig an allen Gefifien, mit denen 
er in Beriihrung kam, so daf} deren Reinigung — selbst Sal- 
peterschwefelsiiure versagte — sehr listig war. Er war schwer 
vollig zu trocknen. 


. Faillung 0,1535 g Substanz 0,4798 CO, 0,0868 H,O 
Gef. 85,25°/, C 6,33°/, H 

. C,~H,,O 84,68°/, C 5,98, H. 

. Fillung 0,1378 g Substanz 0,4184 CO, 0,0793 H,O 
Gef. 82,79°/, C 6,44°/, H. 


Trotz der leichten Léslichkeit des Kérpers in Pyridin 
war sein Molekulargewicht darin durch die ebullioskopische 
Methode nicht zu ermitteln. Eine Siedepunktserhéhung trat 
nicht ein, vielmehr eine geringe Depression, wie sie auch bei 
Seifenlésungen beobachtet wird. 


19,54 g Pyridin (1 Kahlbaum rektifiziert, zwischen 116—117° 
iibergehend), 

0,0624 g Substanz. Depr. 0,010°, dazu 0,0522 g Substanz; weitere 
Depr. um 0,011°. 


Wir haben uns die Frage vorgelegt, ob die Existenz 
eines derartigen, méglicherweise hochmolekularen Korpers als 
Hauptprodukt der Reduktion sowie die Existenz der Verbindung 
C,,H,, nicht gegen die angenommene Molekulargréfie des 
C,,H,O, spriiche. Aber die Tatsache, daBb bei der Reduktion 
Temperaturen eingehalten wurden, die zu weiteren Konden- 
sationen Veranlassung geben konnten, sowie die Tatsache, dafi 
die zunichst durch wenige Daten erhirtete Molekulargréfie 
durch die Existenz der gemischten Doppelchinon-K ondensations- 
produkte und das Endprodukt der Reduktion C,,H,, gestiitzt 
wird, lieSen uns am C,,-Komplex festhalten. 


Das bei der Reduktion von 8 g des Wasserzersetzungs- 
kérpers C,,H,,O, entstandene schwarze Wachs (6,5 g) hinter- 
lie} nach dem Extrahieren mit Methylalkohol 4,65 g eines 
schwarzen, pulvrigen Wachses, das nach dem Umfiallen aus 
Pyridin durch Methylalkohol 2,65 g eines braunschwarzen 
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Kérpers lieferte. Eigenschaften und Aussehen waren analog 
denen der oben beschriebenen Reduktionsprodukte. 


0,1522 g Substanz 0,4585 CO, 0,0844 H,O 
Gef. 82,17°/, C 6,20°/, H, woraus Brutto-Zss.: C9 Hyo.75 O; 198 
0,1605 g Substanz 0,4783 CO, 0,0827 H,O 
Gef. 81,28°/, C 5,77°/, H, woraus Brutto-Zss.: C,>Hy9s14 O;543- 


Aus dem methylalkoholléslichen Extrakt — 150 cem — 
konnte durch Zusatz von 60 ccm SO,-Wasser 0,1 g eines 
braunen Pnivers gefallt werden, dessen Zusammensetzung auf 
ein Zwischenprodukt der Reduktion hinweist. 

0,0700 g Substanz 0,2058 CO, 0,0545 H,O, daraus errechnet sich 
A: Se SR 

Die Hauptmenge des methylalkoholischen Extraktes war 
damit jedoch nicht erfaBt. 


Uberblicken wir die Reihe der Reduktionsprodukte, die 
durch stufenweise Hydrierung aus C,,H,0, und C,,H,,0, ent- 
stehen, so schiilen sich drei Kérper C,,H,,O, C,,H3,, €,,H,, 
heraus. Da der erste der drei Kérper alkaliunliéslich ist, 
liegt die Méglichkeit nahe, daf} zunichst zwei Hydroxylgruppen 
anhydrisiert worden sind. 


Oxydation des C,, H,0,. 


1 g C,,H,O, wurde in einer Porzellanschale mit einigen 
Tropfen lauwarmer Salpeterséure (spez. Gew. 1,2) verrieben, 
60 ccm Salpetersiure (1,2) zugesetzt und 24 Stunden stehen 
gelassen. Sogleich nach dem Zusetzen der Séure trat gelinde 
Reaktion unter Stickoxydentwicklung ein, wihrend sich die 
Lisung schwach olivgriin firbte und der braune K@érper 
schwarz wurde. Die mit Schaumblasen von N,O, bedeckte 
rotbraune Fliissigkeit wurde mit Wasser verdiinnt und von 
dem schwarzen Bodenkérper abgenutscht. Das zum dAus- 
waschen benutzte Wasser lief rétlich gefarbt ab. Er wurde 
getrocknet und mit Essigester extrahiert, der fast alles in 
Lésung brachte. Nach dem Abdunsten des Essigesters blieben 
0,65 g eines tiefbraunen, amorphen Kérpers, leicht léslich 
mit tiefrotbrauner Farbe in Essigester und Methylalkohol, 
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léslich in kochendem Wasser, spielend léslich in Alkalien, aus 
denen er durch Sauren flockig gefallt wurde. 
0,1648 g Substanz 0,3115 CO, 0,0351 H,0O. 
Ber. f. C,,H,O, 51,41% C 2,88% H, 
Gef, 51,56%o C 2.38% H. 
Die Analyse macht die Aufnahme von. vier Hydroxyl- 
gruppen wahrscheinlich: 


Wurde die Suspension von 1 g C,,H,O, in 40 ccm Sal- 
petersaure (1,2) auf dem Wasserbade erwarmt, so trat heftige 
Stickoxydentwicklung auf, der Bodenkérper verschwand und 
es entstand eine tiefgelbe Liésung, die beim Eindampfen eine 
ziegelrote, etwas hygroskopische, zahe, von Kristallen durch- 
setzte Kruste von stechendem Geruch und stechend saurem 
und sehr bitterem Geschmack hinterlie}B. Nach dem Lésen 
in Wasser und Versetzen mit 2 g Kupferacetat fielen schwach 
hellblaue Kristiillchen. Sie wurden mit Wasser und Alkohol 
gewaschen und 48 Stunden im Vakuumexsikkator getrocknet. 
Ausbeute 0,7 g. 


0,1826 g Substanz 0,1124 CO, 0,0111 H,O; 0,1976 g Substanz 0,4 com N 
0,0915 Cu. 


Ber. f. Gog? Ou 15,83% C 0,00% H 41,94% Cu, 
Gef. 16,780 C 0,68°Jo H 40,08% Ou. 


Es liegt also unreines Kupferoxalat mit einem geringen Ge- 
halte an Kristallwasser vor. 

Aus dem alkaliunléslichen Hitzezersetzungsprodukt des 
Chinons (5 g) konnte Oxalsiiure durch Erwirmen mit 200 ccm 
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Salpetersiiure (1,2) und Eindampfen bis auf 20 cem in trapez- 
formigen, iiber zentimeterlangen Nadeln gewonnen werden 
(1 g). 
Aciditét 0,3298 g Substanz verbraucht 52,71 ccm '/,, n. Natronlauge. 
Ber. 52,35 ccm. 

Aus der Mutterlauge wurde nach dem Verdiinnen mit 
80 com Wasser bei Siedehitze der Rest der Oxalsiure mit 
Kalziumacetat genau gefallt und aus dem Filtrat durch 
Zusatz von 5 g Kupferacetat in 100 ccm Wasser eine 
flockige, braune Fallung erhalten, die sich beim Aufkochen 
stark vermehrte. Ausbeute 0,25 g eines braunen Kupfer- 
salzes. Nach weiterem Zusatz von Essigsiure zur Vermei- 
dung einer Fallung von basischem Salz und weiteren 5 g 
Kupferacetat wurden wiederum 0,2 g gefallt. 

0,2053 g Substanz 0,2608 CO, 0,0331 H,O, 
0,1823 g Substanz 3,75 ccm N 15° 760 mm. 
Gef. 34,64 C 1,80% H 2.46% N. 

Das bisher iiber die Chinonpolymerisation durch liicken- 
lose Kernkondensation gesammelte Material lift erkennen, 
daf} hier eine eigenartige Klasse der organischen Kérperwelt 
vorliegt. Wir glauben uns berechtigt, auch bei bisher unbe- 
kannten Chinonen eine solche Polymerisation anzunehmen, wo- 
fern die Benzolkerne symmetrisch schwingungsfihige Wasser- 
stoffatome tragen, und haben aus dieser Annahme einige 
Schliisse abzuleiten versucht, die fiir die Physiologie der 
tierischen Zelle von Bedeutung sind. 

Bereits in den einleitenden Worten hatten wir darauf 
hingewiesen, da Chinonhumus bisweilen als Indikator auf 
Chinon dienen kénne, wo jene zu unbestindig oder als Uber- 
gangsstufe der Phenoloxydation in zu geringen Mengen vorhan- 
den seien, um nachweisbar zu sein. Solches ist méglicherweise 
der Fall bei der Melaninanhiufung'), die wir unter normalen 





') Zum Beweise der Zusammengehirigkeit der natiirlichen Melanine 
mit unseren Kérpern diene folgende Ubersicht itber ihre Bildung und 
Kigenschaften : 

1. Sie entstehen als dunkel humusartige, nicht kristallisierende, un- 
schmelzbare und in den iiblichen organischen Lésungsmitteln unlésliche 
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Verhiltnissen bei der Bildung des Haut- und Haarpigmentes 
beobachten. Als Melanogen wird von Bloch das 3,4 Dioxy- 


Verbindungen aus den aromatischen Kettengliedern des Kiweifimolekiils 
Tyrosin, Phenylalanin, Tryptophan, oder von diesen ableitbaren Verbin- 
dungen Adrenalin, 3,4 Dioxyphenylalanin, durch oxydative Prozesse, 
(Dr, Otto v. Fiirth, Probleme der physiologischen und pathologischen 
Chemie Bd. 1, S. 522 ff, Verlag von F. C. W. Vogel, Leipzig 1912; Dr, 
med. Lina Stern, Uber den Mechanismus der Oxydationsvorgiinge im 
Tierorganismus, Verlag von G, Fischer, Jena 1914; Otto v. Firth, 
Physiologische und chemische Untersuchungen iiber melanotische Pigmente, 
Sammelreferat Centralblatt f. allgemeine Pathologie und pathologische 
Anatomie Bd. 15, Nr. 15, S. 617 (1904); Dr. E. Meirowsky, Uber den 
Ursprung des melanotischen Pigmentes der Haut und des Auges, Verlag 
von W. Klinkhardt, Leipzig 1908; Hans Eppinger, Uber Melanurie, 
Biochem. Zeitschr. Bd. 28, S. 181 (1910); E. Abderhalden, Notizen, 
Diese Zeitschr. Bd. 78, S. 159; Bruno Bloch, Chemische Untersuchung 
iiber das spezifische, pigmentbildende Ferment der Haut, die Dopaoxydase, 
Diese Zeitschr. Bd. 98, S. 226 (1916/17); A. Bittorf, Zur Frage der 
Pigmentbildung bei der Addissonschen Krankheit, Arch. f. experimentelle 
Pathologie und Physiologie Bd. 75, S. 148 (1914); W. C. de Graaf, 
Uber einen Alkapton enthaltenden Harn, Chemisch Weekblad Bd. 10, 
S. 477, C 1913 II 369.) 

2. Die Brutto-Zusammensetzung weist in dem Verhiltnis von Kohlen- 
stoff zu Wasserstoff auf das Vorhandensein kondensierter Ringe hin, Die 
Mittelzahlen aus Analysen verschiedener Forscher sind nach v. Firth: 
C 55,25°%,, H 4,91, N 11,26°/o, Atomrelation: C:H: N=5,7:6:1 und 
aus den nach der Alkalischmelze entstandenen Melaninsaéuren: C 59,5 °/,, 
H 3,7°/,, N 11,4°/,, Atomrelation: C:H:N:0+S=—6:4,5:1:2. 

3. Die Melanine enthalten meist S, Fe, Ca nebst anderen Aschen- 
bestandteilen, die jedoch keine Klassenmerkmale darstellen. 

4. Sie sind nach der Entziehung der anorganischen Bestandteile 
durch Siéiuren oder Schwefelammonium meist léslich in Soda und fixen 
Alkalien. Aus diesen Lisungen werden sie durch Sauren wieder gefillt. 

5. Sie werden von starken Sduren fast ausnahmslos selbst beim 
Kochen kaum verandert. 

6. Ihr Kohlenstoffskelett wird durch Oxydationsmittel unter volliger 
Zerstérung hauptsachlich in Oxalsiure tibergefiihrt. 

7. Bei der Behandlung eines gut gereinigten Melanins aus einer stark 
melanotischen Leber der Zusammensetzung 57,36°/, C, 5,34°/, H, 9,26°/, N, 
1,70°/, S mit Bromwasserstoff und der zur Aboxydierung der Seitenketten 
ausreichenden Brommenge im Einschlu6rohr erhielt H. Wolff (Hans Wolff, 
Zur Kenntnis der melanotischen Pigmente, Beitr. z. chem. Physiologie 
u. Pathologie Bd. V, S. 476 [1904]) aus 10 g Ausgangsmaterial 2,8 g einer 
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phenylalanin angesprochen. Unter pathologischen Verhilt- 
nissen finden wir bei Ochronose, Alkaptonurie, Addissonscher 
Krankheit und Krebsgeschwiilsten Melanine, bei denen Tyrosin 
als Melanogen von den meisten Physiologen angesehen wird. 
—. Friedmann’) hat den Abbau des Tyrosins zur Homo- 
gentisinsdure wahrscheinlich gemacht. Von beiden Melanogenen 
ist der Weg zum Melanin, der iiber das entsprechende Chinon 
liuft, verstiindlich. Bei dieser Melaninbildung bieten weitere 
oxydative Verinderungen der Seitenkette kein Hindernis; im 
Melaninmolekiil*) dirften die Seitenketten Gelegenheit zu 
weiteren intramolekularen Ringschliissen und extramolekularen 


zitronengelben Fliissigkeit der Zusammensetzung 6),31°/, C, 4,07°/, H, 
11,11°/, N entspr. C,,H,,O — C,,H,,0, die wir als Reduktionsprodukte 
des aromatischen Kerns auffassen, wihrend Wolff die Substanz als 
Xyliton, ein Kondensationsprodukt des Acetons, ansprach. 

*) Beitrige zur chemischen Physiologie u. Pathologie Bd. 11, S. 304. 

*) Bei Versuchen zur Darstellung von Tyrosinmelanin erhielten wir 
beim Kochen von T'yrosin in hei®gesittigter, waBriger Léisung mit der 
5fachen Menge Ammoniumpersulfat unter voriibergehendem Auftreten 
eines starken Aldehydgeruches, wahrscheinlich von Phenylacetaldehyd 
herriihrend, eine Weinrotfirbung, die einer ziegelroten, flockigen Fallung 
wich. So entstanden aus 5 g Tyrosin 4,65 g eines hellehmgelben bis ziegel- 
roten Pulvers, das in den tblichen organischen Lisungsmitteln unlislich 
war. Die orientierende Analyse des Rohproduktes ergab: 


0,1319 g Substanz 0,2943 CO, 0,0479 H,O (b. 100° 12 Std. getr.), 
0,1294 g a 0,2912 CO, 0,0508 H,O (b. 130° getr.), 
Stickstoff-Bestg. n. Kjeldahl 0,2926 g Substanz verbr. 6,18 ccm */,, n. HCL. 
Gef. f. I 60,84°/, C 4,06°/, H 4,65°/, N, 
II 61,37°/, C 4,89°/, H 4,76°/, N. 
Die Analysen weisen auf eine ungefihre Zusammensetzung: C,, H,,N,0,, 
4 Mol. Tyros: (C,H,.NO,). . s « © + 0 s » » 6 a 
a a a ee eee 


Diese Erythrotyrosinreaktion ist zum Nachweis von Tyrosin emp- 
fehlenswert. Sie tritt auch bei Gegenwart von Glykokoll und Alanin 
ein. Bei der Reagensglasprobe muff unter Schiitteln heftig gekocht 
werden. 

(K. Langheld B. 42, 8. 2360 [1909]. Herr Prof. G. Schroeter 
hatte die Freundlichkeit, mich darauf hinzuweisen, da{ hier méglicherweise 
eines der von E. Erlenmeyer jun. studierten Azlaktone vorliegen 


kénne. S. z. B. Ann, Bd. 337, 8S. 265 [1904]). 
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Kondensationen geben. Von Eppinger’) und Abderhalden’) 
wurde darauf hingewiesen, daf} bei Melanurie auch ein Indol- 
komplex — Tryptophan — auftreten kénne. Falls unsere 
Annahme der Bildung von Chinonen als Zwischenprodukten 
der Oxydation im Tierkérper zutreffend ist, lige ein Uber- 
gang zu Indolen nicht aufierhalb des Bereiches der Méglich- 
keit. Aus Chinon und Glykokollester erhielt E. Fischer?) 
die Verbindung 


Q 
/ NNH - CH, 
| | 


| | 
, COOC, H 
Sa ae 


0 


deren Beziehungen zur Indolgruppe dazu reizen, ahnlichen 
Reaktionen unter Bedingungen, wie sie im Organismus vor- 
liegen, nachzugehen. O. Mérner*) beobachtete bei der Oxy- 
dation schwach alkalischer Homogentisinsiiurelésungen neben 
Melaninen schéne rotviolette Farbstoffe, die vielleicht ebenso 
wie die von Poulsen‘) im Schweif der Achselhéhlen, der 
pubes und den Genitofemural-Falten bei Alkaptonurikern be- 
obachteten blaugriinen oder griinspanartigen Schweififarben 
abnlichen Indigoidbildungen ihre Entstehung verdanken. 


OH 
File 
= 
CO 


rhe 

OH NH 

Chinon der Homogentisinsiure 1, 4, a-Tri-Oxyindol. 
-+- Ammoniak, 


Die Annahme eines normalerweise iiber Chinon verlau- 
fenden, oxydativen Eiweifiabbaues®) laft bei dem reaktions- 


yh. Be 

*) BB. 48, S. 525 (1910). 

5) Diese Zeitschr. Bd. 78, S. 306 (1912). 

*) Om ochronotiske Tilstande hos Mennesker ok Dyr., Kopenhagen 
1910, S. 124. 

*) Daf Chinon von der tierischen Zelle nicht nur gebildet, sondern 
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fihigen Charakter dieser Kérper') fast allen Zellenbausteinen 
gegentiber, insbesondere den basischen des Zellkernes, Reiz- 


auch aufgespeichert zu werden vermag, zeigten Béhal und Phisalix, 
C 1901, 191, Compt, rend. Bd. 131, S. 1004 (1900). 

1) Bekannt ist die Reaktionsfihigkeit gegen Wasser, Ammoniak, 
Amine, Harnstoff, Arylamine, Pyrrole, Alkohole, Phenole, Aldehyde, Thio- 
phenol, Blausiiure, Stickstoffwasserstoffsiure, reaktionsfihiges Methylen, 
Salzsiiure, Schwefelsiure, Diarylsulfone, ungesittigte Kohlenstoffatome, 
und zwar laBt sich in den meisten Fallen die entstehende Verbindung 
vorhersagen, wenn man das Chinon als C-Radikal 


OH 
bani 
| | 

oh il 


OH 
mit freien p-Stellen formuliert und den Addenden in H. und den Rest 
gespalten addiert. In sekundirer Reaktion entstehen meist infolge der 
oxy dierenden W irkung tiberschiissig vorhandene Chinons die entsprechenden 
substituierten Chinone. Bisweilen wird der nach der p-Stellung wandernde 
H. abgefangen und es treten zwei Reste in p-Stellung ein. In diesen 
Fallen bilden sich neben den Additionsprodukten die entsprechenden 
Mengen Hydrochinon. Es sind nur wenige Fille bekannt, in denen 
nicht p-, sondern o-stiindige Wasserstoffatome am Chinonkern schwingen, 
unter intermediirer Bildung des Kohlenstoff-Radikals 

OH 


z. B. die zum Dicyanhydrochinon fiihrende Reaktion mit Blausiure (Jo- 
hannes Thiele und J. Meisenheimer, B. 33, S. 675 [1900], Thiele 
und Giinther, Ann, Bd. 349, S. 45 [1906]), die zu Triazolen fihrende 
Umsetzung mit Diazobenzolimid (Ludwig Wolff, Ann. Bd. 394, S. 68 
[1913], mdglicherweise auch die von Pechmann und Seel anders ge- 
deutete Einwirkung von Diazomethan, B. 32, S. 2292 [1899].) 

In der Form des Sauerstoffradikals 


| 
O 


es 
; 
O 


| 
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erscheinungen vorhersehen, sobald Chinogenanhiufungen auf- 
treten'), sei es, dafi diese von auben auf den Zellenstaat ein- 
dringen, sei es, daf} die Abbaufermente ihren Dienst versagen. 
Mit dem ersten Falle haben wir es z. B. bei den Berufskrebsen?), 
dem Phenol-, Paraffin-, Schornsteinfegerkrebs, dem Anilin- und 
Benzidinarbeiterkrebs und den experimentell mit chinoiden 
oder chinogenen Farbstoffen*) und zyklischen Komplexen er- 
zeugten Krebsen zu tun, wiihrend zur zweiten Gruppe die 
Stoffwechselkrankheiten Alkaptonurie*), Krebs°*), Ochronose'), 
Addisson ’), méglicherweise auch die Zuckerkrankheit *), gehéren. 


diirfte das Chinon bei den von Giovanni Ortoleva, Gazz. chim. ital, 
Bd. 33 1, 8. 164, C 1903 II, 1408 studierten Additionsverbindungen mit 
Pyridin- und Chinolinsalzen, den von Schmidlin, Wohl und Thommen 
untersuchten Triphenylmethyladditionsprodukten, B. 43, S. 1298 (1910) 
und den Additionsverbindungen von Staudinger und Bereza, Ann. 
Bd, 380, S. 243 (1911) mit Diphenylketen in Reaktion getreten sein. 

1) T. Furuta, C 1902 II 385, Giftwirkungen von Chinon. FE. Erdmann 
u. Vahlen, Uber die Wirkungen des p. Phenylendiamins und Chinondiimins, 
C 1905 II, 1809. Arch. f. exp. Pathologie und Pharmak. Bd. 53, 8. 401. 

*) Die Lehre von der Krebskrankheit, Dr. Jakob Wolff, II. Teil, 
S. 141—149, Verlag von Gustav Fischer, Jena 1911. Uber bisartige 
Blasengeschwiilste bei Arbeitern der organisch-chemischen Grofindustrie. 
Inaug.-Diss. a. der Univ. Frankfurt a. M. Dr. Max Nassauer. 

5) Z. B. Sudan III (diazotiertes Amidoazobenzol, gekuppelt mit 
6-Naphtol), Scharlach R (diazotiertes Amidoazotoluol -+- 2-Naphtol), Amido- 
azotoluol oder organische Basen wie p. Toluidin und a-Naphtylamin. 
Neuere Ergebnisse in der Erforschung des Chemismus des Carzinoms. 
Dr. Leonhard Wacker, Wiirzburger Abhandlungen aus dem Gesamt- 
gebiet der praktischen Medizin Bd. 9, Heft 6, S. 141 (1911). 

*) Oskar Grob, Uber den EinfluB8 des Blutserums des Normalen 
und des Alkaptonurikers auf Homogentisinsiure, Biochem. Zeitschr. Bd. 61, 
S. 165 (1914). 

5) Dr. B, Brahn, Fermentstudien bei der Krebskrankheit. Bericht 
iiber die Tatigkeit im Universitatsinstitut fiir Krebsforschung an der 
Kéniglichen Charité in Berlin 1. April 1915 bis 1. April 1916 von Prof. 
Dr. med. Ferdinand Blumenthal. 

6) Dr. Leonhard Wacker 1. c. 8, 148. Otto von Firth, Probleme 
Bd. 1, 8.55 1. c. 

”) A. Bittorf, Zur Frage der Pigmentbildung bei der Addissonschen 
Krankheit. Archiv fiir experimentelle Pathologie und Physiologie Bd. 75, 
S. 143 (1914). 

8) Bekannt ist, daf Alkaptonbildner auch Aceton- und Acetessig- 
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Wir haben natiirlich dariiber nachgedacht, ob sich aus 
der erérterten Theorie Gesichtspunkte fiir die Krebstherapie 
ergiiben. Dem kranken Organismus kénnte das Uberschreiten 
der Chinonschwelle durch die Mittel erleichtert werden, die 
in vitro wirken, also durch Lichteinwirkung, Warmezufuhr, 
Alkalisierung. Wir sehen, dafi die Belichtung und Alkali- 
sierung mit Kalk, Alkalisilikaten, Cholin schon eine bedeut- 
same Rolle in der Krebsbehandlung spielen. Das wirksamste 
Mittel und das einzige von Dauer diirfte in der Kraftigung 
der abbauenden Fermente zu suchen sein. 

SchlieBlich liegt uns die angenehme Pflicht ob, all denen, 
die unsere Arbeit geférdert und uns eine Arbeitsméglichkeit 
gewihrt haben, hierfiir zu danken. Vor allem Herrn Prof. 
G. Schroeter, der uns freundlichst sein Institut zur Verfiigung 
stellte, sodann dem Direktor des Instituts fiir Krebsforschung 
zu Berlin, Herrn Prof. Dr. med. Blumenthal, der uns auf die 
neueste medizinische Literatur hinwies, und unserer Assistentin, 
Friulen Margarete Ilter, die uns in den Kriegsjahren 
als gewissenhafte Mitarbeiterin zur Seite stand. Fiir die sorg- 
faltige Ausfiihrung der in unserer Arbeit angefiihrten EKlementar- 
analysen danken wir Herrn Priparator Wetzel. 


siurebildner sind. S.O. von Fiirth, Probleme I, S. 53. Ftir den Abbau 
des Chinons im Organismus dirfte nicht nur die von Richard Kempf 
(Journ. f, prakt. Chemie, N. F. 83, S. 329 [1911]) studierte oxydative Spren- 
gung in Maliinsiure, Traubensiure, Ameisenséiure, Kohlensiure, sondern 
auch die von Fr. Fichter Ann. Bd. 36!, S. 363 (1908) untersuchte Alkali- 
spaltung der Dioxychinone von Bedeutung sein, die bei dem einfachsten 
Vertreter als dem ersten Oxydationsprodukt des Benzochinons iiber die 
Ketovalerolaktonkarbonsidure-3-Oxybuttersiure zu Brenztraubensiure und 
Aceton fiihren diirfte. 











Zur Kenntnis der Biologie der Kieselsiure, Tonerde und 
des Kisens. 
Konkremente: Gallensteine, Darm- und Nierensteine; 
Bezoare. 
Von 
M. Gonnermann. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitit Rostock.) 
(Der Redaktion zugegangen am 17, Juni 1920.) 


Mit Bezugnahme auf einige Fragen, welche in meinen 
friiheren Abhandlungen') erértert sind und welche die Bio- 
logie der Kieselsiure, Tonerde und des Eisens be- 
treffen, habe ich die Analyse einiger Konkremente ausgefiihrt, 
welche von Kobert gesammelt worden sind und sich in der 
von ihm hinterlassenen Sammlung des Instituts befanden. Die 
Ergebnisse dieser Analysen sind in den folgenden Tabellen 
zusammengestellt. 


Tabelle I der Gallensteine. 


(Die eingeklammerten Zahlen bedeuten den absoluten Wert.) 








Trocken- 


substanz Asche 
iia 


SiO, °/o | Al,O; °/o | Eisen ° 
auf auf auf 
Asche Asche Asche 


/0 
fettfrei %/ 





14,0 0,36 3,704 27,04 Spuren 
(2,10) (0,054) (0,002) (0,0146) 


5,20 0,415 2,41 90,061 
(1,04) | (0,083) | (0,002) | (0,075) 


4,00 1,555 0,606 7,655 
(0,861) | (0,311) | (0,02) (0,028) 























1) Diese Zeitschr. Bd. 99, S. 255. — Biochem. Zeitschr. Bd. 8°, 
Heft 5, 6; Bd. 94, Heft 3, 4; Bd. 95, Heft 5, 6; Bd. 97. — Collegium 
S. 575 (1918). 
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Tabelle I (Fortsetzung). 





























Trocken- —— ‘ To 
ne Ge | cpt) Anche _ , dec s a ‘ 
: 0 
Nr. wicht lo . Asche Asche Asche 
fettfrei ol, 
4 15,0 2,67 1,933 0,205 27,4 Spuren 
(0,40) (0,164) (0,008) (0,045) 
5 15,0 3,33 0,88 0,157 75,75 
(0,50) (0,132) (0,002) (0,100) 
6 15,0 13,33 0,437 1,370 6,72 a 
(2,00) (0,073) (0,073) (0,049) 
7 15,0 8,33 0,787 5,763 32,03 0,186 
(1,25) | (0,118) | (0,063) (0,038) | (0,022) 
8 15,0 3,33 0,980 33,34 21,00 deutliche 
(0,50) | (0,143) | (0,049) | (0,030) | Reaktion 
9 16,0 14,38 2,663 4,695 1,55 4,061 
(2,30) | (0,426) | (0,020) (0,066) | (0,073) 
10 16,0 3,75 0,950 2,68 2,975 | Spuren 
(0,60) | (0,152) } (0,4004) | (0,045) 


Tabelle II, enthaltend die Analysen der Darmsteine, 


Nierensteine, Blasensteine, Krebssteine und Bezoare. 
(Die eingeklammerten Zahlen bedeuten den absoluten Wert.) 
































Trocken- SiO, | Al,O, }| Eisen 
Lau- . 
Untersuchungs-| Ge- | substanz| Asche] °/o “lo "lo 
fende : : 2 
Nr material wicht /o auf auf auf 
, fettfrei °/, Asche | Asche | Asche 
11 Darmstein 18,37 14,60 |58,37 | 14,97 | 14,53 | Spuren 
Hamburg (0,846) | (8,787) 
12 | Darmstein 17,0 1,351 | 0,277} 30,0 1,125} 0,010 
Mensch (0,047)} (0,013)} (0,053) | (0,005) 
13 | Nierenstein | 24,0 21,0 34,1 |18,24 | 2,06 1,446 
Pferd (7,18) | (0,18) |(0,148)] (0,104) 
14 | Blasenstein | 20,0 17,0 44.68 | 8,73 | 3,094] Spuren 
Schwein (8,93) | (0,30) |(0,276) 
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Tabelle II (Fortsetzung). 








Untersuchungs- 
material 


Trocken- 
substanz 
"lo 
fettfrei 


Asche 


°/o 


SiO, 
*/o 


auf 
Asche 


Asche 


Eisen 


‘lo 
auf 
Asche 








Blasenstein 
9 


Krebssteine 


Deutscher 
Bezoar 


Occident 
Bezoar 


Bezoar vom 
Schwein 


Objekte ausgefiihrt: 








17,5 


24,06 
(4,21) 


79,30 


14,80 
(4,226) 


0,48 
(0,054) 


39,4 





(3,35) 


1,15 
(0,490) 


10,8 
(7,96) 


10,84 
(240) 


7,48 
(0,004) 


0,310 





(0,01) 


7,197 
(3,03) 


10,08 
(7,96) 


24,324 
(0,54) 


7,407 
(0,004) 


4,588 





(0,152) 


Exkremente, Blut, Pankreas und Lunge. 


0,057 
(0,025) 


26,23 
(0,586) 


3,704 
(0,082) 


2,717 





(0,092) 


Weiterhin habe ich als Erginzung zu meinen friiheren 
Mitteilungen in dieser Zeitschrift auch die Analysen folgender 


Tabelle III. 


(Die eingeklammerten Zahlen bedeuten den absoluten Wert.) 








Lau- 
fende 


Nr. 


Untersuchangs- 
material 


Ge- 


Trocken- 
substanz 


Asche 


“lo 


SiO, 
‘lo 
auf 

Asche 


Eisen 


%/o 
auf 
Asche 





20 


21 


22 
23 





Exkremente von 
Boa constr. 


Faeces 
Mensch 


Blut normal | 


Blut nach 
Si O,-Be- 








handlung 








7,190 
(1,078) 


9,11 
(0,820) 


1,11 


4,76 
(0,050) 


2,44 
(0,020) 


2,26 





(0,042) 


4,645 
(0,38) 





2,65 





Spuren 
4,210 
(0,08) 
0,039 


0,048 
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Tabelle III (Fortsetzung). 











i a a SiO, | Al,O, | Eisen 
: Untersuchungs- | Ge- Asche} %o */o “lo 
fende ” : substanz 
Ny material wicht auf auf auf 
a °/, °/, Asche | Asche | Asche 
24 | Pankreas I -— 6,0 5,1 0,667] 0,902} 2,310 
(0,306){ (0,02) {(0,284) | (0,722) 
25 . II — 7,94 | 7,00 | 8,72 | 0,610] 1,036 
(0,021) | (0,021) | (0,031) | (0,058) 
26 | Lunge I _— 5,5 3,09 | 2,353] 2,706] 4,50 
(0,17) | (0,05)] (0,46) | (0,760) 
27 —— _ 8,5 3,007 | 3,07 | 3,116] 3,160 
(0,008) } (0,008) | (0,810) | (0,81) 
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Uber den Einfiu8 des Ovarialhormons auf das Becken- 
wachstum. 
Von 
Rahel Plaut. 
I. Mitteilung. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitit Hamburg, Allgemeines Kranken 
haus Eppendorf.) 
(Der Redaktion zugegangen am 4. September 1920.) 


Die Abhangigkeit der Beckenform von der Funktion der 
Keimdriisen hat Franz durch Versuche an Schafen nachge- 
wiesen. Franz kastrierte Lammer und untersuchte, als sic 
herangewachsen waren, die Gestalt des Beckens. Er fand, 


daf} das Becken der kastrierten Weibchen linger und schmiiler 
war als das ihrer normalen Schwestern, und das Becken der 
kastrierten Minnchen kiirzer und breiter als das ihrer Briider. 
Die Kastratenbecken beider Geschlechter waren  einander 
aihnlich. 

Seitdem ist es Fellner und Hermanns gelungen, das 
Ovarialhormon, oder besser eines der Ovarialhormone, durch 
Extraktion der Ovarien mit Ather zu gewinnen. Ob das von 
Hermanns dargestellte Lipoid die wirksame Substanz isoliert 
darstellt, ist noch strittig. Jedenfalls hat es eine starke 
spezifische Wirkung auf die Blutversorgung und das Wachs- 
tum der Genitalien junger, weiblicher Tiere. 

Ich habe den Einfluf des Atherextrakts aus Rinder- 
ovarien auf das Wachstum des knéchernen Beckens jugend- 
licher Tiere untersucht. 

Ich richtete mich bei der Herstellung im wesentlichen 
nach der Vorschrift von Fellner, arbeitete also sicher nicht 
mit der reinen Substanz. 
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Die Rinderovarien wurden zerkleinert, gekocht, getrocknet 
und dann im Soxhletschen Apparat mit Ather extrahiert. 
Um die von Fellner oft beobachteten Nierenschaidigungen zu 
vermeiden, wurde der Extrakt nach der Beschreibung von 
Hermanns mit Aceton von den Phosphatiden gereinigt. 
Nach Abdampfen des Lésungsmittels wurde die Substanz in 
so viel Olivendl aufgenommen, daB 1 ccm Ol dem Extrakt aus 
einem QOvarium entsprach, und sterilisiert. Als Versuchstiere 
dienten in der Mehrzahl Kaninchen, aufserdem Meerschweinchen 
und Katzen. Als Kontrollen wurden Geschwistertiere vom 
cleichen Wurf genommen; wo diese fehlten, gleichaltrige 
Tiere vom gleichen Geschlecht und gleicher Gréfe. 

Ks erwies sich als das Giinstigste, den Tieren 10 —14 Tage 
lang einen um den anderen Tag */,—1 ccm des Extrakts 
subkutan zu injizieren und dann die Injektion auszusetzen. 
Nach weiteren 14 Tagen war eine Wirkung zu erwarten. 
Extrakte, die Corpora lutea enthielten, schienen bisher wir- 
kungsvoller zu sein als solche, die aus Zwischensubstanz allein 
gewonnen waren. 

Das Ol resorbiert sich schlecht, man findet es noch nach 
Wochen im Unterhautzellgewebe angehiuft oder diffus ver- 
breitet. Trotzdem gediehen die Tiere in der Regel ebenso- 
gut wie die Kontrollen. Nierenschiidigungen habe ich weder 
bei den Sektionen noch bei Urinuntersuchungen, die ich an- 
fangs bei allen Tieren gemacht habe, festgestellt. Da meine 
Kaninchen an Coccidiose litten, von der Versuchstiere und 
Kontrollen gleichmafig ergriffen wurden, habe ich leider vom 
Anfang meiner Versuche (Mitte Februar dieses Jahres) bis 
jetzt kein Tier lange genug halten kénnen, um die Wirkung 
mehrerer aufeinanderfolgender Injektionsperioden zu beobachten 
und die Tiere bis zur Vollendung des Wachstums zu verfolgen. 

Die vorliufig gewonnenen Resultate waren folgende: Beim 
jungen Kaninchen verandert das Becken unter dem Einfluf 
des Extrakts seine Gestalt in dem Sinne, daB es dem Er- 
wachsenen ahnlicher wird. Die absoluten Mafie andern sich 
nicht, sondern das Verhiltnis der Mafe zueinander. 

Das zeigt sich am oberen Symphysenwinkel. Dieser ist 
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bei 5—12wéchigen Kaninchen spitz (58—75°), bei Erwach- 
senen ist er stumpf (110—120°) und niéhert sich einem 
Kreisbogen. Geschlechtsunterschiede gibt es bei den gewoéhn- 
lichen Kaninchenrassen nicht. 

Bei den mit Extrakt behandelten Kaninchen beiderlei 
Geschlechts wird der Winkel stumpfer als bei den normalen 
Tieren gleichen Alters (75—90°). 

Zweitens ist der gerade Durchmesser des Beckeneingangs, 
d. h. der Abstand vom oberen Rand der Symphyse zum Pro- 
montorium, bei jungen Tieren grof} im Verhialtnis zur Gesamt- 
beckenlinge, die Schambeine stehen stumpfwinklig zum Darm- 
bein. Beim erwachsenen Kaninchen stehen sie rechtwinklig, 
das Promontorium steht niher der Symphyse. Bei den mit 
Extrakt behandelten Tieren fand sich der Winkel mehrfach 
(Nr. 3, 4, 5) kleiner als bei den Geschwistertieren, der ge- 
rade Durchmesser kiirzer. Doch ist dieser Befund weniger 
ausgesprochen als der am Symphysenwinkel. 

Tabelle I gibt die Mafie siimtlicher Kaninchen wieder, die 
linger als 3 Wochen nach Einsetzen der Behandlung beobachtet 
worden sind. 

An Katzen und Meerschweinchen habe ich je einen ein- 
wandfreien Versuch gemacht. 

Von 3 Katzen des gleichen Wurfes wurde ein Minnchen 
und das Weibchen vom 14. Lebenstag ab mit kleinen Dosen 
Ovarialextrakt (‘/, cem jeden zweiten Tag) behandelt. Das 
zweite Mannchen war Kontrolltier. 

Nach 4 Wochen fand sich bei dem behandelten Minnchen 
eine Verbreiterung des Beckens, die in allen queren Mafien 
zum Ausdruck kam, wiihrend der gerade Durchmesser im 
Verhiltnis zur Gesamtlinge kleiner war als beim Kontrolltier. 

Im iibrigen war das Skelett beider Tiere gleich gro und 
gleich gestaltet. 

Dem Meerschweinchen wurden von der 5. Woche ab 
grofbe Dosen Ovarialextrakt in Kochsalzlésung aufgeschwemmt 
injiziert. Und zwar erhielt es in zwei 5tagigen Perioden, 
zwischen die eine Pause von 4 Wochen eingeschoben war, 
im ganzen den Extrakt aus 21 Ovarien, teils subkutan, teils 
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intraperitoneal. Das Tier blieb klein, wurde kachektisch und 
ging schlieBlich an Peritonitis ein. Wahrend alle Organe und 
vor allem das Skelett viel kleiner waren als bei der Zwillings- 
schwester, waren Uterus und Vagina hypertrophisch und das 
Becken in allen Richtungen vergréfert. Es war grifer als 
das Becken eines erwachsenen weiblichen Meerschweinchens. 

Man sieht schon aus diesen wenigen Versuchen, daf} die 
verschiedenen Tierarten, in den Details verschieden, im wesent- 
lichen aber gleich auf den Extrakt reagieren. Die Substanz 
wirkt nicht nur bei Kaninchen, die kein geschlechtlich diffe- 
renziertes Becken haben, sondern auch bei Katzen, wo eine 
soleche Differenzierung besteht, auf beide Geschlechter in der- 
selben Weise. Daf die Wirkung eine spezifische ist, darf 
daraus geschlossen werden, daf} Lipoidextrakt aus Placenta- 
und Corpus luteum-freier Zwischensubstanz keine Wirkung 
hatten. Was den Einfluf auf das iibrige Skelett betrifft, so 
sind 2 Tiere (Kaninchen 4 und das Meerschweinchen), denen 
ich mehr gab als sie vertrugen, im Wachstum stehen geblieben. 
Ob das eine spezifische Wirkung war, weif} ich nicht. Die 
Epiphysenlinien waren nicht vorzeitig verstrichen. Bei den 
iibrigen Tieren war das Wachstum nicht gestért. Der Ex- 
trakt wirkt also héchstens in iibermafig grofien Dosen auf 
das gesamte Knochenwachstum ein. 

Bei Kaninchen 5 und seinem Geschwistertier Kontrolle 8 
besteht kein Unterschied im Symphysenwinkel. Bei diesem 
Tier hatte ich durch Réntgenaufnahme vor der Behandlung 
und 14 Tage nachher festgestellt, dafi der Symphysenwinkel 
zunichst um 10° mehr gewachsen war als bei der Kontrolle. 
Danach ist er bis zum Tode nicht mehr gewachsen. Es 
waren wegen der Unruhe des Tieres jedesmal mehrere Mo- 
mentaufnahmen mit voller Belastung gemacht worden. Ich 
halte es fiir méglich, daf} diese Réntgenwirkung geniigt hat, 
um das Knochenwachstum zu hemmen. 

Kontrollkaninchen 5 verhalt sich in seinen Beckenmafien 
wie die behandelten Tiere. Daf} solche Ausnahmen vorkommen!) 





1) Uber Friihreife bei Meerschweinchen und Ratten vergl. Steinach, 
Arch, f. Entwicklungsmechanik, Bd. 42. 
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Uber den EinfluB des Ovarialhormons auf das Beckenwachstum. 
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(bei einem unbehandelten 6 wéchigen Kaninchen habe ich einen 
vollentwickelten, reifen Uterus gefunden, gréBer als er je mit 
Extrakt erzielt worden war), mu in der Beurteilung der 
Veranderungen vorsichtig machen. Ich habe deshalb Kaninchen, 
die kiirzer als 3 Wochen beobachtet wurden, auch wenn sie 
gegeniiber ihren Kontrollen schon in geringem Grade die 
charakteristischen Abweichungen zeigten, nicht in die Tabelle 
aufgenommen. 

Sicher miissen die Versuche noch an einer miéglichst 
grofien Zahl von Tieren fortgesetzt werden, damit ein ab- 
schlieBendes Urteil iiber den Grad der Wirksamkeit des 
Ovariallipoids auf das Becken abgegeben werden kann. Die 
Tatsache, dafi ein solcher Einfluf besteht, ist an den vor- 
liegenden Fallen jedenfalls sehr deutlich. 


Zusammenfassung. 


Der Atherextrakt aus Corpus luteum-haltigen Ovarien 
hat einen Kinfluf} auf die Gestalt des Beckens jugendlicher 
Tiere beiderlei Geschlechts. 


Das Becken wird in transversaler Richtung breiter, in 
longitudinaler Richtung kiirzer, also dem erwachsenen Becken 
aibnlich. 


Diese Formverianderung lief sich bei den Kaninchen am 
oberen Symphysenwinkel, bei der Katze und dem Meer- 
schweinchen an den iiblichen Beckenmafjen messen. 
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Bemerkungen zur Mikrobestimmung des Traubenzuckers 
nach dem Verfahren von J. Bang. 
Von 


Albrecht Mertz. 





(Aus der Univ.-Kinderklinik Freiburg i. Br., Dir. Prof. C. T. Noeggerath.) 
(Der Redaktion zugegangen am 8. September 1920.) 








Die Bestimmung des Traubenzuckers nach der letzten 
Modifikation, die Bang') fiir seine bekannte Mikromethode 
angegeben hat, fiihrte in den beiden kiirzlich in dieser Zeit- 
schrift verdffentlichten Nachuntersuchungen durch Oppler?) 
und Cohen Tervaert*) zu sehr ungiinstigen Ergebnissen. 
Der Reduktionsfaktor, der nach Bang unter Zugrundelegung 
einer n/100 Jodlésung bei den verschiedensten Dextrosemengen 
ganz gleichmifig 2,8 fiir 0,01 mg Dextrose betragen soll, 
nahm bei der Nachpriifung durch Oppler mit der angewandten 
Glukosemenge ebenfalls ab, aber nicht einmal proportional, 
so daf} sich auch keine empirische Reduktionstabelle auf- 
stellen liefii Davon abgesehen, waren Dauer und Intensitit 
des Kochens von grofiem Einfluf} auf das Ergebnis, genau wie 
bei dem alteren Verfahren‘), das Bang doch besonders aus 
diesen Griinden der Umarbeitung unterzogen hatte’). 

Zu ahnlichen Ergebnissen gelangte Cohen Tervaert. 
Auch bei seinen Versuchen zeigte sich der wesentliche Kin- 
flu von Dauer und Intensitét auch des indirekten Kochens 





1) Biochem. Zeitschr. Bd. 92, S. 344 (1918). 

*) Diese Zeitschr. Bd. 109, S. 57 (1920). 

3) Diese Zeitschr. Bd. 110, 8. 41 (1920). 

*) Bang, Mikromethoden zur Bestimmung einiger Blutbestandteile, 


Bergmann, Wiesbaden 1916. 
5) Biochem. Zeitschr. Bd. 87, S. 264 (1918). 
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mit Wasserdampf; den Reduktionsfaktor fand er gleichfalls 
recht wechselnd und im Mittelwert mit 2,2 geringer als 2.8. 

Nach den Protokollen der genannten Autoren mufi also 
in der Tat die letzte Modifikation der Methode, welche die 
saure Jodatlésung benutzt, als auch fiir klinische Zwecke nicht 
mehr genau genug bezeichnet werden. 

Das iltere Bangsche Verfahren, mit der direkten Titration 
mittels n/100 oder n/200 Jodlésung, ist nun freilich hinreichend 
nachgepriift und zumal nach Einfiihrung der Uranylenteiwei- 
Sung besonders auch von Feigl') in den Grenzen einer 
Reduktionsmethode im Gesamtblut als ein Priizisionsverfahren 
wiederholt geriihmt worden. Um eine fiir den Kliniker 
brauchbare Mikromethode sind wir also nicht verlegen. Die 
Griinde aber, die Bang zur Umarbeitung auf die neue Modi- 
fikation mit indirektem Titrieren und Erhitzen bewogen haben, 
insbesondere der wechselnde Gasdruck resp. Gasbeschaffenheit 
und die Schwierigkeit der Titration unter CO,, bestehen un- 
vermindert fort. Ich selbst mufite aus eben diesen Griinden 
von dem dlteren Verfahren wieder abgehen und habe zum 
Zwecke klinischer Blutzuckeruntersuchungen von Rominger 
und mir, deren Ergebnisse demniachst verdéffentlicht werden, 
die Jodatmethode mit dem indirekten Kochen aufgegriffen. 
Allerdings habe ich noch nicht die allerletzte Modifikation 
angewandt; bei dieser schlug ja Bang statt der alkalischen 
eine saure Jodlésung vor, weil die alkalische Lésung mit der 
Zeit auf ihm selbst unerklarliche Weise ihre Reaktionsfahig- 
keit allmihlich einbiifite. Doch stellt diese letzte auch von 
Oppler und Cohen Tervaert ihren Nachpriifungen zugrunde 
gelegte Abiinderung prinzipiell und in ihrem theoretischen Reak- 
tionsverlaufe den friiheren Angaben gegeniiber kein Novum dar. 

Um so mehr miissen die unbefriedigenden und wechseln- 
den Ergebnisse dieser Autoren erstaunen im Gegensatz zu 
meinen sehr guten Erfahrungen, die ich in der folgenden 
Tabelle vorlegen méchte. Die Tabelle umfafit die simt- 
lichen Einzelbestimmungen mit reiner Dextroselésung, die als 
Kontrollen zu verschiedener Zeit ausgefiihrt wurden. 

1) Zentralblatt fiir innere Medizin Bd. 41, S. 17 (1920). 
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“‘Ver- i Titer der Reduktions- re 
wandte | Thiosulfat- | Verbrauch ee a Gefun- 

Rising lésung, o licherVerbrauch , ur Oot ‘mg dene 
(49/59 1g gemessen am Thiowulfat- der Fanaa: Se yl Dex- 
0-Lé- | Verbrauch _ lésung bias fe on den Titer der | trose 
sung) | fiir 1 com | in cem/100 |. omjtoo ggg 
ing |n/100 Jod-Lg umgerechnet mg 
0,06 2,09 372 407 5,85 0,059 
0,06 2,09 373 407 5,85 0,058 
0.98 2,09 360 407 0,85 0,080 
0,08 2,09 308 407 5,85 0,083 
0,1 2,09 341 400 5,85 0,100 
0.1 2,09 242 400 5,85 0,099 
0,1 2,28 380 444 6,30 0,101 
0,1 2,28 331 444 6,30 0,100 
0,1 2,34 392 456 6,50 0,098 
0,14 2,09 324 407 5,85 0,141 
0,14 2,09 325 407 5,85 0,140 
0,16 2,09 315 407 5,85 0,157 
0,16 2,09 314 407 5,85 0,159 
0,2 2,09 288 407 5,85 0,203 
0,2 2,09 282 400 5,85 0,201 
0,2 2,09 286 400 5,85 0,194 
0,2 2,28 316 444 6,30 0,203 
0,2 2,28 320 444 6,30 0,196 
0),24 2,09 269 407 5,85 0,236 
0,24 2,09 266 407 5,85 0,241 
0,24 2,09 265 407 5,85 0,242 
0,24 2,09 267 407 5,85 0,239 
0,3 2,09 225 400 5,85 0,299 
0,3 2,09 222 400 5,85 0,304 
0,3 2,28 255 444 6,30 0,300 
(4 2,09 174 407 5,85 0,398 
0,4 2,09 175 407 5,85 0,396 
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Zur praktischen Anwendung der Methode darf ich noch 
folgendes erwiéhnen: Unbedingt ist es erforderlich, zur Be- 
rechnung der gefundenen Dextrosewerte die Eigenreduktion 
der verwandten Lésungen vorher in Leerproben jeweils zu 
bestimmen. Wie aus der Tabelle in Spalte 4 ersichtlich ist, 
schwankte diese Higenreduktion bei verschiedenen Liésungen 
nicht ganz unerheblich und war immer etwas gréfer, als 
Bang sie angibt. Bei den gleichen Lésungen hat sich aber 
dieser Wert bei dem Altern derselben auch jetzt im Sommer 
nicht geiindert (wihrend dreier Monate). Der fiir die Leer- 
probe durchschnittlich gefundene Wert der verwandten Li- 
sungen stellt nun den Ausgangswert dar fiir die Berechnung 
der gefundenen Dextrosemenge, indem von ihm der Thiosulfat- 
verbrauch der Analyse subtrahiert und die dadurch gefundene 
relative Jodzahl durch den entsprechenden Reduktionsfaktor 
dividiert wird. Da eine n/100 oder n/200 Thiosulfatlésung 
auch bei Anwendung des Natronkalkrohres leicht einen sin- 
kenden Titer aufweist, so erwies es sich als sehr zweckmibig, 
von einer konzentrierteren Thiosulfatlésung auszugehen und 
daraus fiir jede Analysenreihe die zur Mikrotitration bestimmte 
Lésung jedesmal frisch zu bereiten. 

Selbstverstiindlich ist auch diese Stammlésung vorher 
genauestens auszutitrieren; es betrigt der Titer der z. Zt. 
von uns verwandten Thiosulfatlésung von Merck z. B. n/10,45 
statt n/10. Von der daraus hergestellten 20fach verdiinnten 
Arbeitslisung werden demgemia fiir die zugesetzten 2 ccm 
n/100 Jodatlisung statt 4,00 com 4,18 ccm benétigt und der 
Reduktionsfaktor erhdht sich von 2,8 bei einer n/100 Thio- 
sulfatlésung auf 5,85. Daher die scheinbar verschiedenen 
Werte fir den Reduktionsfaktor in Spalte 5 der Tabelle. 
Unsere Thiosulfatstammlésung hat sich bisher auf Kis in ihrem 
Titer wihrend mehrerer Monate nicht geindert. 

Die Kochzeit habe ich empirisch auf 5 Minuten festge- 
legt, wihrend Bang nur 4 Minuten angibt. Schwankungen 
der Kochzeit um '/, Minute mehr oder weniger iiben noch 
keinen nennenswerten Einfluf auf das Analysenergebnis 
aus. Was endlich die Kochintensitét betrifft, so hat sie zwar 
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ausgiebig zu sein, kann dann aber sehr weitgehend schwanken, 
wie das z. B. bei unserem wechselnden Gasdruck stindig der 
Fall ist, ohne das Ergebnis merklich zu Andern. 

Die eigentiimliche Erscheinung, dafi die alkalische Jodat- 
lésung das Kupferoxydul nach und nach nicht mehr oxydieren 
soll, habe ich auch jetzt im Sommer, auf drei Monate hinaus 
wenigstens, nicht beachtet. Die ersten Lésungen allerdings, 
die wir uns hier bequemlichkeitshalber hatten anfertigen lassen, 
zeigten in der Tat eine ganz unzureichende Reduktionsfahig- 
keit, die vielleicht auch auf dem gleichen Fehler der Jodat- 
lésung beruhte. Erst nach Selbstherstellung der Lésungen 
mit frisch umkristallisierten Reagentien und spiter mit von 
Merck direkt bezogenen Lisungen erfolgte die einwandfreie 
und gleichmifige Reduktion ganz in dem Mafe, wie es Bang 
angab, d. h. 0,28 ccm Verbrauch an n/100 Jod fiir 0,01 mg 
Zucker. 

AbschlieBend darf ich nur noch kurz anfiihren, dab bei 
unseren Blutzuckeruntersuchungen sich die verwandte 
Modifikation bestens bewihrte. Als wohl unvermeidliche Folge 
wechselnder Zusammensetzung der auf die Filterpapierchen 
aufzusaugenden Blutstropfen ist die Fehlerquelle hier zwar 
héher als bei Bestimmung reiner Glukoselésung, bei Doppel- 
bestimmung kann die Differenz bis 10°/o der ermittelten Werte 
betragen, meist ist sie aber bedeutend geringer. Das geniigt 
durchaus fiir praktische klinische Zwecke. Uberdies wire 
gerade fiir Serienuntersuchungen an Siuglingen eine Methode, 
die Blutmengen von 3 ccm verlangt, wie sie Richter- 
Quittner') als allein ausreichend glaubt annehmen zu miissen, 
vollig ausgeschlossen. 





Zusammenfassung. 


I. Die Bangsche Mikroreduktionsmethode zur Bestimmung 
des Trauben- (Blut-) Zuckers ergibt in der Modifikation, die bei 
indirektem Kochen eine alkalische Jodatlésung verwendet’), 


3) Biochem. Zeitschr. Bd. 96, 8. 92 (1919). 
*) Biochem. Zeitschr. Bd. 87, 8. 264 (1918). 
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einen durchaus gleichmafigen Reduktionsfaktor, der bei der 
Nachpriifung mit Dextrosemengen von 0,06 bis 0,4 mg genau 
dem von Bang angegebenen Wert entspricht. Die angewandten 
Dextrosemengen umfassen villig die nétige Variationsbreite 
fiir klinische Blutzuckeruntersuchungen bei Verwendung von 
130 bis 150 mg Blut. 

II. Die von Bang erstrebte Befreiung von der bei der 
ilteren Methode unumgiinglichen ganz genauen Kochdauer 
und -intensitéit ist mittels des indirekten Erhitzens und der 
Anwendung der alkalischen Jodatlésung gelungen, und damit 
die praktische Anwendbarkeit des Verfahrens sehr geférdert. 

III. Bedenken gegen die Haltbarkeit der alkalischen Jodat- 
lésung sind bei Anwendung reinster Reagentien unbegriindet. 

IV. Das von Oppler (I. ¢.) herbeigewiinschte Verfahren, 
»Wwelches die quantitative Bestimmung kleinster Werte in zu- 
verlissiger Weise erméglicht“, liegt in der verwandten und 
hiermit nochmals empfohlenen Form der Bangschen Mikro- 
methode bereits vor. 








Uber die quantitative Wirkung der Enzyme. 
Von 
G. Tammann und Q. Svanberg. 


Mit 9 Figuren im Text. 


(Aus dem Institut fiir physikalische Chemie in Gottingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 11. August 1920,) 


Im folgenden soll ein méglichst anschauliches Bild ge- 
geben werden iiber die ideale Wirkung eines Enzyms, dessen 
Kinwirkung der von Emulsin auf Salizin ziemlich nahekommt. 

Durch Vergleich der Wirkung eines realen Enzyms mit 
diesem idealen Bilde werden die Abweichungen des realen 
Falles vom idealen leicht erkannt werden und dadurch wird 
die Charakterisierung des realen Falles wesentlich erleichtert 
werden. 

Die Hervorhebung des idealen Bildes hat auch auf an- 
deren Gebieten, den Abweichungen der realen Gase von den 
Gesetzen der idealen Gase, oder den Abweichungen der Lé- 
sungen vom Verhalten der verdiinnten Liésungen, wesentliche 
Dienste geleistet. 

Die Einwirkung der Enzyme auf ihre Substrate ist, schon 
was die Zahl der unabhingigen Variablen betrifft, welche 
diese Kinwirkungen beeinflussen, eine komplizierte Erscheinung. 
Wer hier einen Uberblick iiber das ganze Erscheinungsgebiet 
einer einzigen Reaktion zu gewinnen wiinscht, wird sich am 
besten am idealen Fall orientieren, damit er nicht in Gebieten 
arbeitet, die fiir die Charakterisierung des Enzyms von unter- 
geordnetem Interesse sind. 

Es handelt sich um die Lésung einer Aufgabe der che- 


mischen Kinetik, deren Grundbedingungen schon vor langerer 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXI. 4 
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Zeit durch Experimentaluntersuchungen festgelegt sind’. Ks 
hatte sich damals herausgestellt, dafi das geléste Emulsin 
nach dem Reaktionsverlauf monomolekularer Reaktionen zer- 
fallt, und daf} fiir die Spaltung des Substrats (Salizin) der- 
selbe Verlauf in erster Anniherung zutrifft. Kennt man die 
Abhangigkeit dieser beiden Geschwindigkeitskonstanten von 
der Temperatur, die durch eine Gleichung mit einer neuen 
Konstanten wiedergegeben werden kann, so ist die Substrat- 
spaltung in Prozenten der urspriinglich vorhandenen Substrat- 
menge in Abhiangigkeit von der Zeit, der Temperatur und 
den urspriinglich vorhandenen Enzym- und Substratkonzen- 
trationen berechenbar. 


Diese Konstanten sollen in folgender Weise bezeichnet 
werden: 
die Zerfallskonstante des Enzyms p7,, 
die Konstante der Spaltungsgeschwindigkeit des Sub- 
strats Cr, 


und zwei Konstanten A, und A,, welche in den Gleichungen 
der Temperaturabhingigkeit fiir pr, und Cr, vorkommen, 


naimlich in den Gleichungen 


Ap (T, — To) 





Wenn in diesen beiden Gleichungen die Werte pr, und Ap 
sowie Cr, und A, bekannt sind, so sind alle Fragen betreffend 
den quantitativen Verlauf der Reaktion bei Anderung der 
Ferment- und Substratkonzentration, sowie der Einwirkungs- 
zeit und der Temperatur quantitativ beantwortbar. 

In der Definition fiir pr, und cy, ist enthalten, da der 
Zerfall des Enzyms eine monomolekulare Reaktion ist, und 
daf} dasselbe fiir die Spaltung des Substrats zutrifft. 

Jedes Enzym ist charakterisiert durch das Wertepaar 


') G. Tammann, Zeitschr. f. physik. Chem. Bd. 18, 8, 426 (1895). 
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er, und Ap und seine EHinwirkung auf das Substrat durch 
das Wertepaar cy, und A,. Um die nach verschiedener Ein- 
wirkungsdauer von verschiedenen Enzymmengen bei verschie- 
denen Temperaturen gespaltenen Substratmengen zu berechnen, 
nehmen wir an, daf} die Geschwindigkeit der Substratspaltung 
dy 
dd 
Substratkonzentration (B — y) zur Zeit $, und daf} zu Beginn 
der Reaktion, #=o0, die Fermentkonzentration gleich X und 
die Substratkonzentration B ist. Dann gilt die Gleichung 


proportional ist der Fermentkonzentration (X — x) und der 


eT ne G~ 9 O—y 8) 


cr ist also die in der Zeiteinheit gespaltene Substratmenge 
bei einer Enzym- und Substratkonzentration, die gleich der 
Einheit sind. 
Verliuft die Enzymspaltung monomolekular, so ist 
—Pr-d 
X—x=X-e 4) 

Setzt man diesen Wert in die vorige Gleichung, so folgt nach 
einer kleinen Umformung 

— Py 


dy 
Sense -ad 
B ~ Cc, Xe 





Integriert man diese Differentialgleichung und fiihrt die Inte- 


grationskonstante ein, die sich zu In B— - X ergibt, so er- 


halt man die Gleichung: 
—p,-4 


ee Cc 
na Gla=— Fx. (1-6 ) 5) 


Py 





Mit dieser Gleichung kann die Menge des nach beliebigen 
Zeiten ¢ vom Enzym gespaltenen Substrats y berechnet wer- 
den, wenn die Anfangskonzentrationen des Ferments X und 
des Substrats B, sowie die Zerfallskonstante py des Ferments 
und die Spaltungskonstante cy des Substrats fiir die Tempe- 
ratur, bei der die Reaktion sich vollzieht, gegeben sind. Fiir 
sehr grofie Zeiten 3, streng fiir $ = 00, wird das zweite Glied 
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der Klammer verschwindend klein und es ergibt sich nach 
einer Umformung die Gleichung: 


6) 
y —B—Be 


ry 


y 6p ‘* ” 
¥ 100 = 100 (1—e T ‘) 
Diese Gleichung gibt die Abhangigkeit der nach der Zeit 
= co gespaltenen Menge des Substrats in Prozenten seiner 
urspriinglichen Menge von der Fermentmenge bei einer be- 
stimmten Temperatur wieder. Der Verlauf dieser Grenzkurve 
ist von Interesse, er wird bestimmt von dem Exponenten 
= X. Wenn dieser Exponent einen grofen Wert hat, cr - X- 
OT 


groB gegen pr ist, so wird a 100 sich dem Werte 100 ni- 


hern, diesen Wert aber streng genommen nie erreichen. Die 
Spaltung des Substrats kann also bei noch so grofser Enzym- 
menge und sogar bei 0° nach noch so langer Zeit nicht voll- 
standig werden, praktisch kann sie aber durch hinreichende 
Vergréfierung der Enzymmenge innerhalb der Versuchsfehler 
Werte von 100°/, erreichen. Wird aber pr bei steigender 
Temperatur grofi gegen cp- X, so wird nur ein kleiner Teil 
des Substrats gespalten, weil das Enzym so schnell zerfiallt, 
dafi es nur geringe Wirkungen ausiiben kann. 


Die Zerfallskonstante des Enzyms in Abhingigkeit 
von der Temperatur. 


Aus folgenden Zerfallskonstanten des Emulsins wurde 
die Konstante Ap, der Gleichung 1 fiir zwei Temperaturinter- 
valle von 25 bis 55 ° und von 60 bis 75° mit Hilfe der Werte fiir 
25 und 60° berechnet. Die direkt gefundenen Werte (Zeitschr. 
f. physik. Chem. Bd. 18, S. 483) sind in folgender Tabelle 
verzeichnet und in Fig. 1 als Kurve p zur Anschauung ge- 
bracht. 
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Tabelle 1. i f 








Temperatur Ap i ue 
Grad Hod: 





45 oose | ¢ 15,206 
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25° 30° 38° 0° 45° 50° 55° 60° 65° : 
Fig. 1. F- 























Die Spaltungskonstante des Substrats in Abhangig- : 
keit von der Temperatur. eee 


Die Spaltung des Salizins verliuft zwischen 25 und 75° cee 
(loc. cit. 436) im Vergleich zu einer monomolekularen Reak- : 
tion mit einer Verzégerung. Da es wahrscheinlich ist, daf 
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sie zu Beginn den Verlauf monomolekularer Reaktionen hat, 
so sind nur die Konstanten zu Beginn der Reaktion beriick- 
sichtigt und aus ihnen ist der Wert A, der Gleichung 2 be- 
rechnet. In der folgenden Tabelle sind die Werte fiir 25 und 
45° mit den friiher gefundenen identisch, die anderen sind 
mit Hilfe des Wertes A, berechnet. 


Tabelle 2. 








Temperatur 
Grad 





25 0,064 
30 0,070 
40 0,084 
45 0,091 
50 0,099 
65 0,124 
75 0,143.) 











In Fig. 1 sind diese Werte durch die Kurve c wieder- 
gegeben. Der Temperatureinflu8 auf die Zerfallskonstante p 
ist ungleich gréfer als der auf die Spaltungskonstante c. 
Aufierdem wurde noch ein doppelt so. groBer Wert von A, 
angenommen, welcher sich dem Werte A, der Rohrzucker- 
spaltung durch Invertase (bei etwa 70°) anschliefit’). Mit 
diesem Werte und dem von c fir 25° sind die Werte fiir 
die anderen Temperaturen berechnet, in der Tabelle 3 zu- 
sammengefaft und in Fig. 1 als Kurve ¢, dargestellt. 


Tabelle 3. 








Temperatur 


C; 
Grad 





25 0,064 
30 0,077 
40 0,109 
45 0,128 
50 0,152 3836 
55 0,178 
60 0,208 
65 0,241 














1) H. v. Euler und Laurin, Diese Zeitschr. Bd. 102, S. 64 (1919). 
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Die Grenzkurven 3? =o fiir verschiedene 
Temperaturen. 


Da die Zerfallskonstante des Enzyms und die Spaltungs- 
konstante des Substrats fiir verschiedene Temperaturen ge- 
geben sind, so kénnen mit Hilfe der Gleichung 7 die nach 
sehr langen Zeiten von verschiedenen Fermentmengen gespal- 
tenen Substratmengen in Prozenten seiner urspriinglichen 
Menge fiir verschiedene Temperaturen berechnet werden. In 
Fig. 2 sind die Resultate dieser Rechnungen dargestellt. Bei 
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gréBerer Enzymmenge und tieferen Temperaturen, in unserem 4 : 
Falle von der Enzymmenge 0,2 an bei 25°, wird nach sehr ne 
langer Zeit die gespaltene Substratmenge fast gleich 100°/,. ie 








Ferner ist zu ersehen, daf} kleinere Fermentmengen auch bei : " a 
tieferer Temperatur ganz und gar nicht alles Substrat spalten bit 
kénnen, und daf} mit wachsender Temperatur die von der- arc bf 
selben Enzymmenge gespaltenen Substratmengen sehr stark ae 
abnehmen. | eae 
Logarithmiert man die Gleichung 6, so ergibt sich ae 2 
B-—-y_ & 4 . 

In st ca “s5 -X ;, 
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Der Wert In — ist also proportional der Enzymmenge X, 


was fiir die Reaktion von Emulsin auf Salizin bei 65° auch 
innerhalb der Versuchsfehler zutrifft (loc, cit. S. 489). Wenn 
diese Gleichung erfiillt ist, so kann aus den nach sehr langer 
Zeit gespaltenen Substratmengen die Zerfallskonstante py des 
Enzyms bei bekannten Werten von cr und X oder die Spal- 
tungskonstante cy des Substrats bei bekannten Werten von 
pr und X berechnet werden. Auch fiir die Bestimmung von 
Fermentmengen X ist diese Beziehung von Bedeutung. Die 
nach sehr langer Zeit gespaltenen Substratmengen wachsen 
mit der Enzymmenge bei tieferen Temperaturen zuerst stark 
an und werden dann von weiter wachsender Enzymmenge 
von dieser nur wenig beeinfluft, weil die Spaltung des Sub- 
strats fast vollstandig geworden ist. Bei 50° dagegen ist 
die gespaltene Substratmenge fast proportional der Enzym- 
menge. Daher empfiehlt es sich, zur Bestimmung von Enzym- 
konzentrationen iiber ein weiteres Bereich derselben die Spal- 
tung des Substrats in diesem Falle bei 45—50° vorgehen 
zu lassen. Die Temperatur, bei der die Proportionalitit zwi- 
schen Enzym- und gespaltener Substratmenge angeniihert 
besteht und bei der die gespaltene Substratmenge unabhingig 
von der Hinwirkungsdauer bei gewissen Betraigen derselben 
wird, dindert sich mit den Werten des Quotienten < Hier- 
bei hat man noch den Vorteil, dafi die gespaltene Substrat- 
menge bei Temperaturen iiber 45° bei gewissen Werten der 
Einwirkungsdauer von der Zeit unabhiangig ist, weil bei héheren 
Temperaturen das Enzym zu Beginn der Einwirkung fast 
vollstindig zerfallt. 


Die zur Zeit 4 gespaltenen Substratmengen erhilt man 
aus den zur Zeit $= co gespaltenen, indem man die entspre- 
chenden Legarithmen mit dem Faktor 


(1 —e 

— pr 
multipliziert. Bei gréferen Werten von py und o wird e a 
verschwindend klein, der Faktor also gleich 1. In der fol- 
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genden Tabelle sind fiir ¢ = 50 und 100 Stunden die Werte 
des Faktors oo gel 
ea) 


fiir verschiedene Temperaturen und die entsprechenden p-Werte 
berechnet. 











Tabelle 4. 
Temperatur 0 $ = 50 $— 100 
Grad 
25 0,0035 0,1605 0,2953 
30 0,008 0,3297 0,5507 
40 0,04 0,8647 0,9817 
45 0,086 0,9864 0,9998 
50 0,18 0,9999 1 
55 0,37 1 1 
60 0,80 1 1 
65 2,20 1 1 
70 5,9 1 1 
75 15,3 1 1 











Man sieht, dafi von 45° an die nach der Einwirkungs- 
dauer von 100 Stunden gespaltene Substratmenge sich von 
der nach der Einwirkungsdauer % = 20 nicht mehr merklich 
unterscheidet. Bei kiirzerer Einwirkungsdauer gilt das fiir 
eme etwas héhere Temperatur. 


Die Abhingigkeit der gespaltenen Substratmenge 
von der Temperatur. 


Schreibt man die Gleichung 5 in der Form 


hice 8 
a ars uae 


und beriicksichtigt, dab Fa und py von der Temperatur ab- 
T 


hangt, so ist ersichtlich, daf y in seiner Abhingigkeit von der 
Temperatur nur dann ein Maximum haben wird, wenn 


im 
= (1 —e 
Pr 

in seiner Abhingigkeit von der Temperatur ein Maximum hat. 
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Bei niedrigen Temperaturen, bei denen Cr gro im Ver- 
gleich zu pr ist, hat dieser Ausdruck verschwindende Werte. 
Er wichst dann mit der Temperatur an, muf} aber wieder 
abnehmen, weil pr im Vergleich zu cy sehr groB wird.’ Von 
der Enzymmenge X wird die Lage der maximalen Einwirkung 
unabhiingig sein, dagegen wird sie von der Hinwirkungszeit 
abhingen. 








Eine notwendige Bedingung fiir das Auftreten eines 
Temperaturoptimums der gespaltenen Substratmenge ist, dafi 
Ap > A; ist, oder dafi die Zerfallskonstante pr viel schneller 
mit der Temperatur zunimmt als die Spaltungskonstante cy 
des Substrats. Da die Enzyme allgemein sehr viel weniger 
stabil als die Substrate sind, so wird diese Bedingung ganz 
allgemein zutreffen, und daher fiir alle Enzyme eine Optimal- 
temperatur ihrer Wirkung zu erwarten sein, was auch zutriftt. 


a) Die Abhingigkeit der gespaltenen Substratmenge von der Zeit 
bei verschiedenen Temperaturen. 

Fiihrt man in die Gleichung 5 die py- und cy-Werte 

der Tabellen 1 und 2 ein, so ergeben sich fiir die Ferment- 

menge 1 bei verschiedenen Temperaturen die in Fig. 3 ange- 
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Bei niedrigen Temperaturen, bei denen cr gro im Ver- 
gleich zu pr ist, hat dieser Ausdruck verschwindende Werte. 
Er wachst dann mit der Temperatur an, muf} aber wieder 
abnehmen, weil pr im Vergleich zu cy sehr groB wird.’ Von 
der Enzymmenge X wird die Lage der maximelen Hinwirkung 
unabhingig sein, dagegen wird sie von der HKinwirkungszeit 
abhingen. 





Eine notwendige Bedingung fiir das Auftreten eines 
Temperaturoptimums der gespaltenen Substratmenge ist, dafi 
Ap > Ag ist, oder daf} die Zerfallskonstante py viel schneller 
mit der Temperatur zunimmt als die Spaltungskonstante cy 
des Substrats. Da die Enzyme allgemein sehr viel weniger 
stabil als die Substrate sind, so wird diese Bedingung ganz 
allgemein zutreffen, und daher fiir alle Enzyme eine Optimal- 
temperatur ihrer Wirkung zu erwarten sein, was auch zutriftt. 


a) Die Abhingigkeit der gespaltenen Substratmenge von der Zeit 
bei verschiedenen Temperaturen. 





Fiihrt man in die Gleichung 5 die pr- und cr-Werte 
der Tabellen 1 und 2 ein, so ergeben sich fiir die Ferment- 
menge 1 bei verschiedenen Temperaturen die in Fig. 3 ange- 
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gebenen Werte des gespaltenen Substrats Y . 100. Nach 


B 
langeren Zeiten — 50 und mehr Stunden — unterscheiden 
sich diese Werte fiir niedrige Temperaturen unter 30° nicht 
merklich und nehmen dann mit steigender Temperatur fiir 


i\\ 
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** yooSt 
100 





90 
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gleiche Temperatursteigerungen zuerst wenig, dann stark und 
schlieBlich wieder wenig ab. Das interessanteste Gebiet liegt 
bei kleinen Einwirkungszeiten, in dem sich die Isothermen 
durchschneiden, und welches daher mit vergriferter Zeitachse 
in Fig. 4 dargestellt ist. 
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Wiirde das Enzym nicht zerfallen, seine Menge also 
wihrend der ganzen Einwirkungszeit unverindert bleiben, 
so wirde der Verlauf der Substratspaltung ein wesentlich 
anderer. Derselbe wiirde dann mit dem Verlauf einer mono- 
molekularen Reaktion zusammenfallen, und fiir verschiedene 
Temperaturstufen wiirde sich die Kurvenschar Fig. 5 ergeben, 
die mit Werten von cy der Tabelle 3 berechnet sind. Die 
Isothermen wiirden dann bei kiirzerer Einwirkungsdauer sich 
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Fig. 7. 


nicht schneiden und bei langerer wiirden sie sich samtlich 
dem Werte 100°/, gespaltenen Substrats asymptotisch nihern. 

Entnimmt man aus Fig. 3 die nach gleichen Zeiten ge- 
spaltenen Substratmengen und stellt sie in Abhangigkeit von 
der Temperatur dar, so ergibt sich Fig. 6. Diese Kurven 
gleicher Einwirkungsdauer fiir die Fermentmenge 1 haben 
deutlich ausgepriigte Maxima, deren Temperatur von der Ein- 
wirkungsdauer abhingt und mit wachsender EKinwirkungsdauer 
sich zu tieferen Temperaturen verschiebt. 

Fiir verschiedene Werte kiirzerer EKinwirkungszeiten gibt 
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Fig. 7 die Abhiangigkeit der pro Zeiteinheit gespaltenen Sub- 

A ase ae 
stratmenge AR von der Temperatur. Je kiirzer die Einwirkungs- 
zeit ist, zu um so héheren Temperaturen verschiebt sich das 
Maximum und verschwindet schlieflich mit verschwindender 
Einwirkungsdauer. 


b) Das Temperaturoptimum der Enzymwirkung ist von der Enzyn- 
menge unabhingig. 

In welcher Weise die Optimaltemperatur von der Kin- 

wirkungszeit abhiingt, wurde oben in der Fig. 6 gezeigt. In 

der Fig. 8 ist die Abhangigkeit der gespaltenen Substratmenge 
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fiir 10 Stunden, nach welcher Einwirkungszeit das Optimum 
am schiarfsten hervortritt, fiir verschiedene Enzymmengen 
dargestellt. 


Fir die Wirkung von Emulsin auf Salizin hatte sich 
ergeben, daB das Temperaturoptimum von der Enzymmenge 
in der Tat innerhalb weiter Grenzen, von 15 bis 500 mg per 
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100 com unabhingig ist; nur bei noch kleineren Emulsinmengen 
verschiebt es sich zu tieferen Temperaturen '). 


Flachen, welche die Menge des gespaltenen Sub- 
strats in Abhangigkeit von der Zeit, der Temperatur 
und der Enzymmenge darstellen. 


Die gespaltene Substratmenge hingt von den genannten 
drei unabhangigen Variablen ab. Will man sie in dreidimen- 
sionalem Raume darstellen, so hat man nur zwei Variable zur 
Verfiigung. Als solche kann man wihlen die Zeit und die 





Fig. 9. 


Temperatur bei konstanter Enzymmenge, und ein vollstandiges 
Bild wiirde man erst erhalten, wenn man die Flichen dieser 
Schar untereinander vergleicht. Oder man wiahlt als unab- 
hingige Variablen die Enzymmenge und die Temperatur fiir 
eine unveranderliche Einwirkungszeit. Die Flaichen dieser Art 
verdienen aber weniger Beachtung als die der ersten. Die 
Photographie der Flache fiir konstante Enzymmenge ist in 
Fig. 9 wiedergegeben. Die Temperaturachse verlaiuft nach 
links, die Zeitachse nach rechts vom Beschauer, die Menge 
des gespaltenen Substrats ist senkrecht auf die Temperatur- 


‘') Diese Zeitschr. Bd. 16, Tafel III (1892). 
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zeitebene aufgetragen und durch die Endpunkte dieser Ordi- 
naten ist die Fliche gelegt. Projiziert man die Schnitte 
senkrecht zur Zeitachse auf die Ebene der Temperaturen und 
gespaltenen Substratmengen, so erhalt man die Kurvenschar 
der Fig. 6. Projiziert man die Schnitte der Ebenen senkrecht 
zur Temperaturachse durch unsere Fliche auf die Fliche der 
Zeit und der gespaltenen Substratmengen, so erhilt man die 
Kurven der Fig. 3 und 4. 


Vergleich der realen Enzymwirkung mit der idealen. 


a) Was die Giiltigkeit des monomolekularen Reaktions- 
verlaufs fiir die Zerfallsgeschwindigkeit der Enzyme betrifft, 
so sind die folgenden Tatsachen experimentell festgestellt. 
Wahrend beim Emulsin’) der Zerfall bei Temperaturen iiber 
50° nach der Gleichung monomolekularer Reaktionen vor sich 
geht, ist dies bei der Saccharase nicht der Fall’). Der Zer- 
fall der Saccharase vollzieht sich langsamer, und die Zerfalls- 
konstante ist von der Enzymkonzentration abhingig. Kuler 
und Laurin deuten diese Abweichung wie folgt: ,Man kann 
die Annahme machen, da sich nicht alle Molekiile der Sac- 
charase, welche sicher eine hochmolekulare Substanz_ ist 
(Kuler und Kullberg haben an einem sehr reinen Priparat 
ein Molekulargewicht von ca. 30000 gefunden®)), im gleichen 
Zustand der Hydratation befinden, sondern wie z. B. Kier- 
albumin (Sérensen und Héyrup‘) verschiedene Mengen 
Wasser binden, so daf sich tatsichlich verschiedene Arten 
von Saccharasemolekiilen in der Lésung befinden, welche mit- 
einander im Gleichgewicht stehen.‘“ 

»Diesen verschiedenen Hydratationsformen wird eine ver- 
schiedene Stabilitét zukommen, und bei Erhitzung miissen die 
labilsten Molekiile zuerst der Inaktivierung durch Zerfall unter- 
liegen. Wenn nun die Einstellung des Hydratationsgleich- 


1) Tammann, Diese Zeitschr. Bd. 18, S. 426 (1895). 

2) Euler und Laurin, Diese Zeitschr. Bd. 108, S. 64 (1919). 

’) Vgl. Euler, Hedelius und Svanberg, Diese Zeitschr. (1920). 
‘) Sdrensen und Hiyrup, Diese Zeitschr. Bd. 108, S. 267, 289ff. 


(1918). 
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gewichtes langsamer verlauft als die Inaktivierung, so wird 
die Folge sein, da} stabilere Enzymmolekiile iibrig bleiben.“ 

Von Bedeutung fiir den Zerfall der Enzyme sind die 
Erfahrungen iiber ihre Stabilisierung durch Gegenwart des 
Substrats; fiir Saccharase und Rohrzucker ist diese Erschei- 
nung von Euler und Laurin eingehend untersucht worden’). 
Diese Stabilisierung kann durch Bildung von Verbindungen 
des Substrats mit dem Enzym gedeutet werden. Wenn die 
Dissoziationskonstante dieser Verbindung gering ist und das 
Substrat gegeniiber dem Enzym sich in grofem Uberschu® 
befindet, dann ist nach dem Massenwirkungsgesetz praktisch 
die ganze Enzymmenge als jene Verbindung vorhanden. In 
diesem Fall sollte die Reaktionskonstante direkt proportional 
der Menge des Enzyms sein, was nach Euler und Svanberg?”) 
fir die Wirkung von Saccharase auf Rohrzucker zutrifft. 
Wenn dagegen die Dissoziationskonstante grof ist und das 
Substrat gegeniiber dem Ferment in nicht erheblichem Uber- 
schuf} vorhanden ist, dann wiirde das Proportionalititsgesetz 
durch andere Gesetze, wie z. B. die Schiitzsche Regel, nach 
der die Reaktionsgeschwindigkeit proportional der Quadrat- 
wurzel der Enzymkonzentration ist, abgelést werden. Diese 
Regel trifft zu sowohl fiir die Wirkung des Pepsins auf Eier- 
albumin®) als auch die des Steapsins auf Fette*)°) und viel- 
leicht auch die des Trypsins auf Eiweif}*). Die Bildung von 
Verbindungen zwischen Enzym und Substrat ist neuerdings 
durch die Arbeiten von Michaelis und Menten’) einerseits 
und von Euler und Svanberg’) anderseits sehr wahrschein- 
lich geworden. Letztere zeigten, dafi die Hemmung der Sac- 





') Euler und Laurin, Diese Zeitschr. Bd. 108, S, 64 (1919), 

*) Euler und Svanberg, Fermentforschung Bd. 3, S. 330 (1920). 

3) Schiitz, Diese Zeitschr. Bd. 9, S. 577 (1885). 

*) Kanitz, Diese Zeitschr. Bd. 46, S. 482 (1905). 

5) Engel, Hofmeisters Beitr. Bd. 7, 8. 77 (1905). 

6) Pawlow, Die Arbeit der Verdauungsdriisen S. 33 (Wiesbaden 
1898). Vgl. Hedin, Journ. of Physiol. Bd. 32, S. 468 (1905). 

7) Michaelis und Menten, Biochem. Zeitschr. Bd. 49, S. 333 (1913). 

*) Euler und Svanberg, Fermentforschung loc. cit. — Ferment- 
forschung Bd. 4 (1920). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXI. 5 
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charasewirkung durch Silber- und Quecksilbersalze durch 
Fillung dieser mit Schwefelwasserstoff aufgehoben werden 
kann, daf} man auf diese Giftwirkung die Massenwirkungs- 
gesetze anwenden kann und daf} auch die Giftwirkungen der 
aromatischen Amine vom Massenwirkungsgesetz beherrscht 
werden. | 

b) Uber den zeitlichen Verlauf der Spaltung des Substrats 
unter Kinfluf des Enzyms bei unverinderlicher Temperatur 
gibt es viele Angaben, die einander zum Teil widersprechen. 
Ein monomolekularer Verlauf ist nur dann zu erwarten, wenn 
die Zerfallsgeschwindigkeit des Enzyms im Vergleich zur 
Spaltungsgeschwindigkeit des Substrats zu vernachlissigen 
ist. Das kann aber nur bei relativ tiefen Temperaturen und 
gréferen Knzymmengen zutreffen. Unter diesen Bedingungen 
ist fiir die Wirkung von Saccharase auf Rohrzucker der 
monomolekulare Verlauf der Spaltung beobachtet worden ')’), 
dasselbe trifft fiir die Wirkung von Katalase auf Wasserstoft- 
superoxyd zu*) und fiir die des Erepsins auf Peptide‘). Aller- 
dings muf in diesen Fallen noch einer weiteren Bedingung 
geniigt sein, die Konzentration der Wasserstoffionen mul} un- 
veriindert gehalten werden, worauf von Sérensen®) und 
Michaelis®*) hingewiesen wurde. Bei der Spaltung des Rohr- 
zuckers kann eine weitere Komplikation dadurch eintreten, 
dafi zuerst «a-Glukose entsteht, welche in alkalischen Lésungen 
unter Verschwinden der Multirotation ihre richtige Drehung 
sehr schnell annimmt, wihrend in schwach sauren Lésungen, 
in denen die Spaltungsgeschwindigkeit des Rohrzuckers durch 
das Enzym am grdéSten ist, die richtige Drehung sich nur 
langsam einstellt*)*). Es liegt die Vermutung nahe, dafi bei 


') O’Sullivan und Tompson, Journ. Chem. Soc. London Bd. 57, 
S. 884 (1890). 

*) Hudson, Journ. Americ. Chem, Soc, Bd. 30, S. 1160—1166 (1908). 

®) Siehe Euler und Blix, Diese Zeitschr. Bd. 105, 8. 83 (1919). 

*) Dernby, Biochem. Zeitschr. Bd. 81, S. 107 (1917). 

5) Sérensen, Biochem. Zeitschr. Bd. 21, 8. 131 (1909). — Asher- 
Spiros Ergebnisse der Physiologie (1912). 

6) Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration (Berlin 1914). 
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Beriicksichtigung aller Nebenwirkungen auch fiir die Spaltung 
des Substrats der Reaktionsverlauf monomolekularer Reak- 
tionen, wie bei der Katalyse durch Siuren, gilt. 

Die Formel von Arrhenius fir die Abhangigkeit der aa 
Reaktionsgeschwindigkeit von der Temperatur scheint fiir die re 
Zerfallskonstante des Enzyms nur fiir kleinere Temperatur- 
intervalle zu gelten. Doch ist zu beriicksichtigen, dafi bei 
demselben Enzym nicht nur der Wert der Zerfallskonstante, 
sondern auch ihre durch A, bestimmte Temperaturabhingig- 
keit sich mit der Aciditét der Lésung stark dndern kann’). 


') Euler und Laurin, Diese Zeitschr. Bd. 108, 8. 426 (1919). 





Berichtigung zu der Mitteilung Bd. 109, S. 57 (1920), 
Von Berthold Oppler. 





(Aus der medizinischen Poliklinik der Universitit Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 2. September 1920.) 





Bedauerlicherweise sind mir die nachfolgend mitgeteilten Fehler ent- 
gangen, auf die ich jetzt erst infolge einer Anfrage des Herrn Dr. A. Mertz 
aufmerksam geworden bin. In der Tabelle S. 58 ist zu setzen: 











Glukose ccm Thiosulfat 
; ccm 
mg titer num. log. ae f=1;: 
berechnet 75696 ae 
0,110 206 
0,068 0,134 196 
I 0,034 0,041 121 
| 0,027 84 











Die Kurve andert sich entsprechend. S. 64, 11. Zeile von unten ist 
einzufiigen: ... Verbrauch von Thiosulfat, entsprechend... S. 64, 2. Zeile 
von unten ist einzufiigen:... Glukose, beides umgerechnet... 

Die SchluBfolgerungen aus meinen Versuchen bleiben davon unberiihrt. 
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Uber das Sericin und die quantitative Bestimmung seiner 
basischen Bestandteile. 
Von 


Dr. Walter Tiirk. 





(Chemische Abteilung der Kgl. ung. Drogenkulturstation in Budapest.) 
(Der Redaktion zugegangen am 21. Juli 1920.) 








Der Seidenfaden, der von der Raupe des Bombyxmori 
gesponnen und aus dem Sekret ihrer Spinndriisen gefertigt 
wird, tritt als honigdicke Masse aus zwei Offnungen unter 
dem Mund hervor und erhirtet — oxydiert — an der Luft 
zu einem Faden, der aus dem eigentlichen Seidenstoff oder 
Fibroin und dem Seidenleim oder Sericin besteht. Uber diesen 
veréffentlichten zuletzt EK. Fischer und Skita‘) und Abder-~ 
halden und Worm?) Arbeiten iiber die hydrolytischen Spal- 
tungsprodukte, unter denen Glykokoll, Alanin, Serin, Leucin, 
Asparaginsaure, Phenylalanin, Prolin und Tyrosin_ prozentuell 
bestimmt werden. Von den Hexonbasen liegt nur eine quan- 
titative Bestimmung des Arginins vor und die qualitative 
Abscheidung des Lysins als Pikrat. Aber schon dieser Nach- 
weis hat die Frage aufgeworfen, ob die mit Phosphorwolfram- 
siiure faillbaren hydrolytischen Zersetzungsprodukte beim Sericin 
nicht zahlreicher sind wie beim Fibroin, welches wieder zum 
Unterschied mehr Monoamidosiuren unter seinen Spaltungs- 
produkten aufweisen miifte, da schon Wetzel*) darauf hin- 
weist, dali die basische Kérper liefernde Gruppe — Protamin- 
kern Kossels — im Sericin ausgeprigter sein mu als beim 





1) Diese Zeitschr. Bd. 35, S. 221 (1902). 
*) Diese Zeitschr. Bd. 62, S. 142 (1902). 
*) Diese Zeitsehr. Bd. 26, S. 535 (1902). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXI. 6 
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Fibroin. Wetzel hat gefunden, dafs Kérper, die arm an 
basischen Spaltungsprodukten sind, keine weitere Verwendung 
mehr im Stoffwechsel finden und mit der Bildung von orga- 
nischer Substanz nichts mehr zu tun haben — Fibroin; im 
Gegensatz zu diesen Kérpern sind die Bildungsstitten organischer 
Substanz reich an Gruppen, welche Hexonbasen liefern, wiih- 
rend die Monoamidosiiuren unter den Spaltungsprodukten zu- 
riicktreten. Danach wire also das Sericin lohnend fiir eine 
Untersuchung auf seine basischen Bestandteile. 

Das Ausgangsmaterial bildete das nach dem unten be- 
schriebenen Verfahren dargestellte Sericin. Die Untersuchung 
auf die Hexonbasen geschah in der Weise, dafi Sericin mit 
Schwefelsiiure aufgespalten, das Tyrosin, Leucin und Serin 
entfernt wurde und die basischen Bestandteile Arginin, Lysin 
und Histidin nach dem Kutscher-Kossel-Verfahren isoliert 
wurden. Es zeigte sich, daf im Sericin alle drei Hexonbasen 
vorhanden sind und auch quantitativ bestimmt werden konnten. 
Die tabellarische Zusammenstellung der gefundenen Werte 
wurde an den Schlufi gesetzt. 


Experimenteller Teil. 
Darstellung des Sericins. 


100 g gewaschene gelbe und weifie Seidenraupenseide 
wurde mit der 25fachen Menge Wasser 3 Stunden im Auto- 
klaven bei 3 Atmosphiren und 145° C. gekocht. Dadurch 
geht das dem Seidenfaden anhaftende Sericin in Liésung, und 
zwar nach den Angaben von Bondi’) als ein Gemisch von 
schwer- und leichtlislichem Seidenleim. Die letztere Modi- 
fikation besitzt die Neigung, in die erstere tiberzugehen, welche 
sich dann beim Erkalten flockig ausscheidet. Die Lésung 
_ bildet, heifi filtriert, beim Eindampfen an der Oberfliche un- 
lésliches Sericin in Form einer Haut, welche, in die Lésung 
geriihrt, sich nicht wieder lést, sondern als hellbrauner Ballen 
auf der Lésung verbleibt. Schon Mulder”) hat auf diese 





1) Diese Zeitschr. Bd. 34, 8. 481. 
*) Annalen der Physik und Chemie, Poggendorf, Bd. 37. 
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schwerlésliche Sericinart hingewiesen und glaubte, dafi beim 
Kindampfen der Lésung Eiweif} nach Art des unléslichen, 
geronnenen Kiweifies abgeschieden werde. Cramer’) hilt 
diese unlésliche Modifikation, da doch die Lésung beim Auf- 
kochen klar bleibe, als Zersetzungsprodukte des Sericins, 
welches somit die charakteristische Eigenschaft aller Tier- 
leime besitzt: collagenartige Kérper zu bilden. Die oben er- 
haltene Sericinlésung wurde bis zu ihrem konstanten Gewicht 
eingedampft und enthielt so 27°/, Sericin der verarbeiteten 
Seide. Das lufttrockene Fibroin machte 69°/, der Seide aus. 
Auf diese Weise wurden 3 kg Rohseide auf Sericin verarbeitet. 


Behandlung der Sericinlésung mit absolutem Alkohol. 


Eine Probe einer konzentrierten, dunkelbraunen Sericin- 
léisung wurde mit der doppelten Menge absoluten Alkohols 
versetzt. Es fiel Sericin als ein klebriger, dliger, beim Um- 
riihren sich zuammenballender Kérper aus, der stark faden- 
ziehend war. Der Alkohol, in dem ein Teil des Sericins in 
Lésung blieb, war intensiv gelb gefirbt. Der ausgefallene 
Kérper wurde mit weiteren Mengen Alkohol so lange ver- 
rieben, bis er kérnig und fest wurde. Auf diese Weise wurden 
alle Sericinlésungen behandelt. Das kérnige Sericin wurde 
abgesaugt, im Vakuum iiber Schwefelsiure getrocknet und 
zerrieben. Die Ausbeute betrug aus 3 kg Rohseide 530 g. Eine 
Feuchtigkeitsbestimmung zeigte einen Gehalt von 17,83°/, 
Wasser. Die gelben Alkoholausziige wurden vereinigt, der 
Alkohol abdestilliert und die adstringierende Lisung bis zum 
konstanten Gewicht gedampft. Beim Abkiihlen schied sich 
das Sericin in hellgelben, glasigen Lamellen ab, welche einen 
Feuchtigkeitsgehalt von 14,93°/, ergaben und in einer Aus- 
beute von 225 g erhalten wurden. 

Farbenreaktionen. Die mit beiden Sericinarten aus- 
gefiihrten Farbenreaktionen der EiweiSkérper, verglichen mit 
einer gleichprozentigen Kaseinlésung (nach Hammarsten) 
zeigten untereinander keine Unterschiede. Von den Farben- 


1) Journ. f. prakt. Chemie Bd. 96, S. 76 (1865). 
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arten viel intensiver zutage treten. 





bis 7 angefiihrten insoweit ab, als diese bei beiden Sericin- 








Sesicliianidat Sericinlésung Sericinlésung 
inlésun 

5°/, durch Al- | 5°/,, in Alkohol 
Name dor Reaktion 5°lo» kohol gefallt, ney 


Lisungsm. KOH 


Sericinlésungsmittel H,O 





1. Biuretreaktion . . 


2. Xanthoprotein . . 


rotviolett 


gelbes Koagulum 


rosa 


hellgelbe Lisung 


rosa 


hellgelbe Lésung 









S. Millom. ww ee es eigelbes Koa- | rotbrauner Nie- | rotbrauner Nie- 
gulum derschlag derschlag 
4, Melee... + ow rétlichbraun | dunkelrotbraun, | dunkelrotbraun, 
Lésung undurch- | Lésung undurch- 
sichtig sichtig 
5 Thymol he ane Dap . ” - 
6. Adamkiewitz- rotviolett dunkelrot dunkelrot 
Hopkins 
7. Liebermann... . . " n 











Aus diesen Farbenreaktionen ist zu ersehen, daf die fiir 
den Kohlehydratkomplex im EiweiSmolekiil charakteristischen 
Reaktionen — mit o-Naphthol und mit Thymol — beim 
Sericin sehr intensiv sind. Es ist wahrscheinlich, dai wir in 
diesem Albuminoid einen stark ausgepriigten Kohlehydratrest 
haben. Diese Annahme sowie die Entstehungsweise des Seiden- 
leims durch die Raupe, deren Nahrung aus Blattern besteht, 
verleiteten zur Priifung auf Cellobiose nach dem Verfahren 
von Skraup und Kénig') mit Essigsiiureanhydrid und Schwefel- 
siure. Es konnte jedoch kein Acetylprodukt gefunden werden, 
welches auf das Vorhandensein einer Biose hiitte schlieben 
Jassen kénnen. 


Hydrolyse des Sericins mit Schwefelsiure. 


Die oben gefundenen Sericinarten wurden im Verhiltnis 
von 800 g durch Alkohol fillbares und 100 g in Alkohol 





1) Monatshefte fiir Chemie 1901, 8S. 1011. 
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lésliches Sericin gut gemischt und davon 50 g mit der 3fachen 
Menge Schwefelsiiure (spez. Gewicht 1,8) und der Sfachen 
Menge Wasser versetzt. Unter Umschiitteln geht der Seiden- 
leim in Lésung und wird unter Riickflufkiihlung 12 Stunden 
lang gekocht, hierauf mit Wasser auf 1 Liter verdiinnt und 
die Schwefelsiure quantitativ mit Baryumhydroxyd nach der 
Tiipfelmethode ausgefallt. Der Baryumsulfatniederschlag wurde 
so lange mit kochendem Wasser nachgewaschen, bis eine Probe 
des Waschwassers keine Tyrosinreaktion mehr gab. Filtrat 
und Waschwasser werden vereinigt und zur Kristallisation 
eingedampft. Durch fraktioniertes Auskristallisieren wurden 
zwei Kristallisationen erhalten, welche vereinigt wurden. Kri- 
stalle A, Mutterlauge B. 


Kristalle A. Die erhaltenen Kristalle wurden in wenig 
heifem Wasser gelést und langsam eingeengt. Der erste 
Anschuf} wog bei 110° getrocknet 3,12 g und bestand aus 
Tyrosinnadeln, die mit Leucin verunreinigt waren. Um beide 
rein zu erhalten, wurden die Kristalle in heifiem Wasser ge- 
lést und durch systematisches Umkristallisieren und Kindampfen 
verarbeitet. Wenn das auskristallisierende Gemisch unter dem 
Mikroskop verhaltnismifig mehr Leucin zeigte, wurde in der 
40 fachen Menge Wasser heif} gelést, wenn Tyrosinnadeln vor- 
herrschten, in der 20fachen Menge Wasser. Dieses Arbeiten 
wurde bis zum Verschwinden der Tyrosinreaktion fortgesetzt. 
Auf diese Weise wurde nach Entfirben der Lisungen mit 
Tierkohle und Auskristallisieren 2,37 g reines Tyrosin vom 
F = 285° (unkorr.) erhalten und 0,75 g Leucin. Letzteres 
wurde in sein charakteristisches Cu-Salz iibergefiihrt und 
dieses analysiert. 


0,1474 g Substanz gaben 0,0368 CuO. 
In 100 Teilen: Gefunden Berechnet fiir Leucin-Cu 
Cu.... 19,95 %, 19,65 °/,. 


Aus der Mutterlauge der oben erhaltenen 3,12 g schweren 
Kristalle wurden 2,85 g Serin in Form seiner drusenartigen 


Kristalle erhalten. Ein Teil derselben, welche F = 242° (korr.) 
hatten, wurde ins Cu-Salz iibergefiihrt. 
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0,2160 g Substanz gaben beim Gliihen 0,0640 g CuO. 
In 100 Teilen: Gefunden Berechnet fiir Serin-Cu 
Cu... . 23,67°/, 23,50°/>. 


Aus der Mutterlauge der Serinkristalle fiel selbst nach 
langem Stehen nichts aus. Als dicker Sirup gewogen, hatte 
sie ein Gewicht von 0,28 g. 

Mutterlauge B. Diese wurde mit Schwefelsiéure ange- 
siuert und nach dem modifizierten Verfahren von Kossel und 
Kutscher auf den Gehalt der Hexonbasen untersucht. Statt 
des vorgeschriebenen Silbersulfates wurde frisch bereitetes 
Silberoxyd verwendet, da sich dieses erfahrungsgemiéf} in sehr 
fein verteiltes Sulfat umsetzt und den Endpunkt der Sattigung 
leichter und besser erkennen lifjt. Eis wurden alle drei Basen: 
Arginin, Histidin und Lysin gefunden und bestimmt. Zur 
Neutralisation der Argininlésung wurden 58 cm* n/5 HNO,- 
Lésung verbraucht, entspricht 1,91 g Arginin. 

Der Quecksilberniederschlag des Histidins war hellbraun 
gefarbt und lieferte, nach der Vorschrift in das Dichlorid 
verwandelt, 0,64 g salzsaures Histidin. Nach zweimaligem 
Umkristallisieren zeigten die Kristalle den richtigen Zer- 
setzungspunkt bei 234—235° C.?). 


0,094 g Substanz gaben 0,1174 g AgCl. 
In 100 Teilen: Gefunden Berechnet fiir C,H, N,0O, - 2 HCl 
Ci... «. OY, 31,14 °/,. 


Der das freie Lysin enthaltende Sirup wog 2,37 g und 
lieferte 2,09 g rohes Lysinpikrat, welches dreimal umkristal- 
lisiert wurde. Aus dem ersten Anschuf der schénen Kristalle, 
welche bei 105° getrocknet den richtigen Zersetzungspunkt 
bei 250° zeigten, wurden zwei Analysen gemacht: 


I. 0,2030 g Substanz gaben 0,2880 g CO, und 0,0856 g H,O, 


II. 0,1200 g ‘ » 00,1696 g CO, , 0,0511 g H,O. 
In 100 Teilen: Gefunden _ Berechnet fiir C,H,, N, 0, - C,H, N, 0, 
I. II, 
C....38,699,; 38,54, C....38,40%,, 
H.... 4,71%,; 4,76°/, H.... 4,53%,. 











1) Diese Zeitschr. Bd. 28, S. 382. 


Tyrosin 
Leucin 
Serin . 


Histidindichlorid . 


Arginin 


Lysinpikrat 


Tyrosin . 


Leucin 
Serin . 
Arginin 
Lysin 


Histidin . 
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Es wurden demnach bei der Hydrolyse von 50 g Sericin 
(Wassergehalt 16,38°/,) gefunden: 


2,37 g 
0,75 g 
2,85 g 
0,64 g 
1,91 g 
2,09 g. 


Umgerechnet auf die Trockensubstanz in Prozentzahlen 
der roh isolierten Verbindungen: 


5,69°/, 
1,79°/, 
6,81°/, 
4,56°/, 
1,96 °/, 
1,02°/,. 
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Beitrag zur Kenntnis der Zellfermente. 


Von 


S. Tscherikowski. 


(Aus der Medizinischen Universitits-Poliklinik, Basel.) 
(Der Redaktion zugegangen am 14. September 1920.) 


Die Untersuchungen von Abderhalden und Mitarbei- 
tern’) iiber die Spezifitit der ,Zellfermente* sind bisher nicht 
nachkontrolliert worden. Sie dienten zur Liésung folgender 
Fragen: 


1. Besitzen bestimmte tierische Organe Fermente, welche 
in vitro ausschliefilich die diesen Organen eigenen Pro- 
teine abbauen, dagegen nicht diejenigen anderer Organe 
bzw. Gewebe (organspezifisch) ? 


. Ist diese Kigenschaft, wenn sie besteht, nicht nur durch 
das Organ, sondern auch durch die Tierart (artspezifisch) 
beschrankt? 


Abderhaldenund Mitarbeiter geben an, daB Mazerations- 
sifte (Zellferment) aus Leber, Muskel, Hoden, Gehirn, Thyreo- 
idea organspezifisch wirken. Nierenmazerationssaft baute aber 
Nieren-, Leber- und Schilddriisenpepton ab. 





1) Abderhalden, Abwehrfermente, 4. Aufl., Springer (1914). — Ab- 
derhalden und Andor Fodor, Diese Zeitschr. Bd. 87, 8S. 220 (1913). — 
Abderhalden und Erwin Schiff, Diese Zeitschr. Bd. 87, S. 231 (1913). — 
Abderhalden, Ewald, Ishiguro und Watanabe, Diese Zeitschr. Bd. 91, 
S. 96 (1914). 
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In Anbetracht der Bedeutung dieser Fragen geben wir im 
folgenden die Resultate unserer Nachpriifung. 


Versuchsanordnung. 


Fiir unsere Versuche haben wir Organe frisch geschlach- 
teter Tiere verwendet, und zwar von Kaninchen, Pferden und 
Kalbern. Die Organe wurden unmittelbar nach dem Schlachten 
entnommen, zerhackt und sogleich unter flieBendem Wasser 
zur Entfernung des Blutgehaltes verarbeitet. Wir sind den 
Vorschriften Abderhaldens ziemlich genau gefolgt. Fiir die 
Bereitung der Organsifte wurde das vom Blute méglichst 
befreite Organ mit der dreifachen Menge physiologischer Koch- 
salzlésung im Brutschrank bei 37° unter Toluolzusatz mazeriert; 
nach 3—4 Stunden wurde filtriert und das Filtrat verworfen. 
Das Substrat wurde mit physiologischer Kochsalzliésung kurz 
geschiittelt; nach Filtration kam das Organ mit einer zwei- 
fachen Menge physiologischer Kochsalzlésung unter Toluolzusatz 
fiir 12—14 Stunden in den Brutschrank. Nach Ablauf dieser 
Zeit wurde filtriert und das Filtrat sofort unter Toluol ge- 
bracht und aufbewahrt; dies hatte meistens einen hellgelben 
Stich und war unmittelbar nach dem Filtrieren klar, manche 
Sifte nahmen bei langerem Aufbewahren eine leichte Opa- 
leszenz an. Wir haben Sifte aus Leber, Niere und Muskeln 
von Pferd, Kalb und Kaninchen hergestellt. Zur Bereitung 
der Organpeptone wurde das zerhackte und entblutete Organ 
in die dreifache Menge eiskalter, 70°/,iger Schwefelsiure ge- 
bracht und das Gemisch 2—3mal 24 Stunden hindurch bei 
Zimmertemperatur aufbewahrt. Wir haben die Erfahrung ge- 
macht, daf}, je linger das Substrat sich in Schwefelsiure be- 
fand, desto geringer das Drehungsvermégen des betreffenden 
Peptons war. Deshalb haben wir als Mafistab den Zeitpunkt 
gewihlt, bei welchem der Organbrei in der Saure sich véllig 
aufgelist hatte; dies war gewéhnlich nach 2 Tagen vollzogen. 
Zur Beschleunigung des -Prozesses wurde das Gemisch 6fters 
geschiittelt. Nun wurde das Hydrolysat in die 8—10fache 
Menge Eiswasser gegossen und die Siure mit Baryumhydroxyd 
méglichst rasch und genau neutralisiert. Es wurde dann durch 
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ein vierfaches Filter filtriert; das Filtrat war stets klar und 
etwas gelblich. Ks wurde sogleich im Vakuum bei 40° ver- 
dampft. Der Riickstand wurde mit 2—5 ccm destilliertem 
Wasser angefeuchtet und sogleich mit siedendem Methylalkohol 
ausgezogen; der Auszug wurde mit Methylalkohol und Ather 
gefillt. Die Menge des Alkohols und des Athers wurde der- 
art bemessen, day wir eine méglichst voluminése Fillung er- 
hielten; letztere war stets schneeweib, wurde gleich abgenutscht 
und im Exsikkator iiber Schwefelsiure getrocknet. Mit dem 
getrockneten Pepton wurde eine 10°/,ige Lésung hergestellt; 
als Lésungsmittel verwendeten wir eine physiologische Koch- 
salzlésung; die Fliissigkeit wurde unter Toluol aufbewalrt. 


Auf diese Weise haben wir Peptone von Pferdeniere, 
-leber und -muskulatur, von Kalbsniere und Kalbsleber her- 
gestellt. 


Zur Priifung der Fermentwirkung haben wir die optische 
Methode als die zuverlissigste gewihlt. Ein sehr gutes Polari- 
meter stand uns zur Verfiigung. Als Polarisationsrohr dienten 
uns Abderhaldensche Réhrchen von 2 ccm Inhalt und mit 
Wassermantel. (Der Brutschrank, in welchem die Réhrchen 
wihrend der Versuchszeit aufbewahrt wurden, stand in der 
Niihe des Polarimeters.) Die polarimetrischen Ablesungen 
wurden wiederholt von 2 Beobachtern unabhingig voneinander 
gemacht. 


In allen Fallen haben wir 1 ccm Mazerationssaft mit 1 ccm 
Peptonlésung versetzt und in einem Reagenzglas geschiittelt; 
gleich darauf wurde die Mischung in das Polarisationsrohr ge- 
tan, welches in den Brutschrank gebracht wurde, und zum 
erstenmal nach 1 Stunde polarisiert. 


Kontrollversuche ergaben uns wiederholt, da Peptonlésung 
allein, Mazerationssaft allein, Mazerationssaft + physiologischer 
Kochsalzlésung, Peptonlésung + physiologischer Kochsalzlésung 
im Brutschrank nach 24 Stunden und linger keine Veriinderung 
des Drehungsvermégens zeigten. 
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Erste Versuchsreihe. 
Peptone und Sifte derselben Tierart. 
Praparate vom Pferd, 
Tabelle I. 
Beobach- |___1 ccm Leber-Mazer-Saft') mit 
tungszeit 1 ccm 1 ccm 1 ccm 
Stunden Leber-Pept. Muskel-Pept. Nieren-Pept. 
| oe —0,31 —0,34 —0,30 
5 —0,26 —0,33 — 0,29 
7 — (0,25 —0,32 —0,30 
22 — 0,22 —0,32 —0,30 
72 —0,22 —0(,33 —0,29 
2) 1 —0,30 — 0,34 —0,29 
5 —0,26 —0,33 —0,27 
7 —(),25 —0,33 —(),27 
26 —0,25 —0,34 —0,25 
48 —0,23 —0,32 — 0,26 
3) 1 —0,30 — 0,35 —0,30 
5 —0,25 —0,33 —(,28 
22 — 0,21 —0,32 —0,29 
48 —0,21 —0,32 —0,30 
Tabelle II. 
a 
tungszeit 1 ccm 1 ccm 1 ccm 3 
Standen Leber-Pept. Nieren-Pept. Muskel-Pept. B | 
ii¢ ee ' 
4) 1 —0,29 — 0,48 — 0,32 Beet ge 
61/, — 0,26 —0,41 —0,31 Ba 
8!/s —0,27 — 0,39 —0,32 em : 
24 —0,25 —0,37 —0,29 fags ¢ 
Maken 


1) Fur simtliche Tabellen gelten folgende Abkiirzungen: Mazerations- 
saft = Mazer.-Saft = M.-S., Pept. = Pepton. 
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Beobach- 
tungszeit 


Stunden 


1 ccm Nieren-Mazer.-Saft mit 





1 ccm 


Leber- Pept. 


1 ccm 
Nieren-Pept. 


1 ccm 
Muskel-Pept. | 





6) 1 






s. & 



























—0,30 
—0,27 
—0,26 
—0,24 





—0,22 


—0,30 
—0,28 
—0,25 
—0,24 
—0,23 
—0,22 








—0,29 
—(),26 
—(),24 
—0,23 
—().22 


9= 


—0,51 
—(,47 
—0,44 
—0,36 
—0,32 





—0,52 
—0,45 
—0,41 
—0,43 
—0,41 
—0,35 





—0,50 
—0,45 
—0,42 
—0,3 

—0,32 










Tabelle III. 











—0,30 
—0,29 
—0,27 
—0,28 


—0,23 


—0,31 
—0,31 
—0,27 
—0,27 
—0,26 
—0,25 


—0,30 
—0,27 
—0,26 
— 0,25 
—(),24 

















tungszeit 





Stunden 





Beobach- 


1 ccm physiol. 
Kochsalzlésung 


1 ccm 
Leber-M.-S. 





__1 ccm Pferdenicren-Pepton mit 


} 


1 ccm 
Muskel-M.-S. 






























































—0,47 
— 0,46 
—0,46 
—0,46 
— 0,46 


—0,45 
—0,44 
—0,45 
—(0,46 
—0,45 





—0,44 
—0,46 
—0,44 
—0,44 
—0,42 





—0,44 
—0,44 
—0,44 
—0,45 
—0,43 



















— 0,45 
-~0,46 
—0,47 
—0,46 
—0,46 





-—0,46 
—0,45 
—0,45 
—0,46 
—0,45 
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Tabelle If] (Fortsetzung). 














Beobach- 1 ccm Pferdenieren-Pepton mit 
tungszeit | 1 ccm physiol. 1 ccm 1 ccm 
Stunden Kochsalzlisung Leber-M.-S. Muskel-M.-S. 
10) 1 —0,47 —(0,45 —0,47 
2 —0,45 —0,46 —0,45 
6 —(),46 —(,44 —0,45 
Ti. —(),45 — 0,45 — 0,46 
9 —0,47 — 0,45 —0,47 
23 —0,46 — 0,45 —0,46 











Weitere Versuche haben wir mit Priparaten aus Pferde- 
milz, ferner mit Pepton und Mazerationssaft von Kalbs- 
und Kaninchenorganen ausgefiihrt. Pferdemilzmazerationssaft 
verhielt sich wie Lebermazerationssaft. Die Resultate mit 
Kalbs- und Kaninchenorganen entsprechen genau denjenigen 
mit Pferdegewebe. 

Die Ergebnisse dieser ersten Versuchsreihe bestatigen 
die Angabe Abderhaldens, dafi Nierenmazerationssaft alle 
méglichen Peptone abzubauen vermag. Lebermazerationssaft 
baut dagegen so gut wie ausschlieflich Leberpepton ab. Die 
Beobachtung Abderhaldens und Mitarbeiter, daBb Lebersaft 
Muskelpepton abbauen kann, konnten wir in keinem einzigen 
Versuche bestétigen. 

Muskelmazerationssaft und Milzmazerationssaft verhielten 
sich genau wie Lebermazerationssaft; sie bauten nur das 
organeigene Pepton ab. 


Zweite Versuchsreihe. 
Organpeptone mit artfremden Siften. 











Tabelle IV. 
Beobach. | .___1 eem Pferdenieren-Pepton mit 
tungszeit 1 ccm 1 ccm 1 ccm 


Stunden Pferdeniere-M.-S.| Kalbsniere-M.-S. | Pferdeleber-M.-S. 





11) 1 —0,53 —0,52 —0,52 
2 —0,48 —0,50 —0,50 

6 —0,42 —0,45 —0,49 

24 —0,86 —0,36 —0,52 





70 —0,34 —0,32 —0,51 
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Tabelle IV (Fortsetzung). 









Beobach- 


1 ecm Pferdenieren-Pepton mit Re 






































tungszeit 1 ccm 1 ccm 1 ccm 
Stunden Pferdeniere-M.-S.| Kalbsniere-M.-S, | Pferdeleber-M.-S, 
12) 1 —0,55 —0,54 —0,51 
2 —0,55 —0,52 —0,51 
3 —0,52 —0,46 —0,51 
6 —0,51 —0,44 —0,53 
8 — 0,50 —0,43 —0,51 
23 —0,42 — 0,36 —0,49 
13) 1 — 0,51 —0,52 —0,52 
2'/, —0,48 —0,49 —0,52 
6 —0,44 —0,44 —0,50 
8 —0,43 —0,41 — 0,50 
24 —0,40 —0,38 —0,49 
14) 1 —0,52 —0,52 —0,52 
2 —0,48 —0,48 — 0,50 
4 —0,48 —0,44 —0,51 
61/, —0,47 —0,42 —0,52 
8 —0,46 —0,42 —0,51 
24 —0,41 —0,36 —0,50 
Tabelle V. 
Reshash. 1 ccm Kalbsnieren-Pepton mit 
tungszeit |lccmKaninchen-| 1 ccm Pferde- 1 ccom 
Stunden niere-M.-S. niere-M.-S, Kalbsleber-M.-S. 
15) 1 — 0,36 —0,35 —0,42 
3'/, —0,35 —0,32 —0,42 
5 — 0,34 —0,32 —0,40 
61/, —0,382 —0,30 —0,41 
22 —(0,26 — (0,26 —0,39 
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Tabelle V (Fortsetzung). 
~Beobach- |__1 cem Kalbsnieren-Pepton mit == 
tungszeit 1 ccm 1 ccm 1 ccm 
Stunden Kalbsniere-M.-S. | Pferdeniere-M.-S.| Kalbsleber-M.-S. 
16) 1 — 0,38 —0,37 —0,38 
3 —0,31 —0,34 —0,33 
5 —0,27 —0,33 —0,34 
8 —0,27 —0,31 —0,34 
26 —0,20 —0,26 —0,34 
17) 1 —0,37 | —0,38 — 0,38 
2 —0,34 | —0,37 —0,38 
6 —0,34 | —0,36 | —0,38 
18 —0,27 —0,32 | —0,37 
21 —0,23 —0,31 | —(),34 
24 —0,24 | —0,28 | —0,33 
Tabelle VI. 
Beobach 1 ccm Pferde- | 1 ccm Kalbs- 1 ccm Kalbs- 
er nieren-Pept. -+- | nieren-Pept. -++- leber-Pept. +- 
tangszeit Kaninchepniere- | Kaninchenniere- | Kaninchenleber- 
Sittin M.-S. M.-8. M.-S. 
18) 1 —0,49 — 0,38 —0,35 
2 —0,46 —0,36 —0,32 
4'/o —0,43 —0,33 —0,30 
7 —(0,42 —0,32 — 0,30 
22 —0,41 —0,31 —0,28 
Beobach- spose peity 1 ccm Kalbs- 1 ccm Kalbs- 
tungszeit Pfer pi leber-M.-S. + leber-M.-S, +- 
Pent Pferdeleber-Pept.| Kalbsleber-Pept. 
Stunden = 
19) 1 —0,50 — 0,40 — 0,36 
3 —0,45 —0,38 —0,35 
7 —(0,42 — 0,36 —0,33 
24 —0,34 —0,29 —0,29 
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Tabelle VI (Fortsetzung). 








1 com Kaninchen- 


1 com Kaninchen- 


1 ccm Kaninchen- 





Beobach- | viere-M.-S.-+ | niere-M.-8.-+ | leber-M.-8, + 
tungszeit Pferdenieren- Kalbsnieren- Pferdenieren- 
iaeitiaes Pept. Pept. Pept. 
20) 1 —0,48 —0,39 —0,52 
2 ~ (0,45 —(0,37 —(0,50 
4 —(),44 —(),34 —0,51 
17 —(0 36 —0,26 —0,51 
22 —(0,33 —(),24 —0,52 














Beobach- 
tungszeit 


1 ccm Pferde- 
nieren- Pept. -+- 


Kaninchenniere- 


1 ccm Kalbs- 
nieren- Pept. -+- 
K aninchenniere- 


1 ceom Kalbs- 
nieren-Pept. -|- 
Kaninchenlebher- 



































Stunden M.-5. M.-S. M.-S. 
21) 1 0,50 —(),40 — 0,39 
2 —0,51 —0,38 —0,47 
4 —(,47 —0,36 —(),38 
6 — (0,44 — 0,32 —(0,36 
8 —(),43 —0,31 —(),37 

—0,37 —0,21 — 0,3 














Kine grofiere 
hier mitgeteilten. 
Ergebnis. 


Anzahl Versuche verliefen gleich wie die 













Nierenmazerationssaft (Pferd, Kalb, 
Kaninchen) baut sowohl artfremdes wie arteigenes 
Pepton aus Niere, Leber, Muskel ab. Leber-, Muskel-, 
Milzmazerationssifte bauen nur organspezifisches 
Pepton ab. Kine Artspezifitit ist nicht nachweisbar. 
Die in diesen Versuchen beobachteten Vorgiinge stellen 
nichts anderes als autolytische Prozesse dar. Abderhalden 
| hat aus seinen Resultaten, die wir im ganzen_bestiitigen 
| konnten, den Schiuf} gezogen, daf} die Zellfermente eine spe- 
| zifische Wirkung ausiiben. Diese Annahme hatte schon 
Jacoby’) aufgestellt. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen 


1) Jacoby, Hofmeister’s Beitrige Bd. 8, S. 448 (1903). 
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we 
beweisen bzw. bestétigen nur, dafi die Peptone der ver- ie 
schiedenen Organe in ihrer chemischen Struktur verschieden 
sein miissen. Kine Spezifitit der Zellfermente braucht es 


nicht zwingend angenommen zu werden. Physiologisch 
besonders interessant ist die sehr aktive, nicht organspezifische 
Wirkung des Nierenmazerationssaftes. 

Diese Arbeit wurde gemeinsam mit A. Gigon gemacht. 
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Uber den Mechanismus der Methimoglobinbildung durch 
Acetanilid und seine Abkémmlinge. 
Von 


Philipp Ellinger. 


(Mit 7 Kurvenzeichnungen.) 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 15. September 1920.) 





I. Einleitung. 


Der Mechanismus der Methimoglobinbildung ist noch fast 
ganz ungeklirt. Als feststehend kann heute gelten, dali das 
Methimoglobin eine Oxydationsform des Hiimoglobins darstellt, 
in der an ein Hiimoglobinmolekiil zwei Atome Sauerstoff ge- 
bunden sind, also ebensoviel wie im Oxyhimoglobin; der 
Unterschied besteht nur im Grade der Bindung. Wiahrend 
das Oxyhimoglobin den Sauerstoff nur locker angelagert hat, 
ist er beim Methimoglobin so fest gebunden, daf} er nicht 
mehr ohne weiteres abgegeben werden kann und der Blut- 
farbstoff wenigstens fiir die Dauer seiner Umwandlung in 
Methimoglobin fiir die Atmung verloren ist. 

Auch alle Erérterungen iiber die Methimoglobinbildung 
im Reagenzglas und im Organismus miissen von der Tatsache 
ausgehen, daf} man es bei diesem Vorgange mit einer Oxy- 
dation des Blutfarbstoffes zu tun hat. Man pflegt daher seit 
Dittrich') die Methimoglobinbildner unter diesem Gesichts- 
punkt in drei Gruppen zu trennen: in oxydierende, in redu- 
zierende Substanzen und in Koérper, die keine der genannten 
Kigenschaften besitzen. Die Einteilung beriicksichtigt aber 
nur unmittelbar im Reagenzglas nachweisbare Kigenschaften 
der Methimoglobinbildner, wihrend von diesen bedingte, sekun- 
dire chemische Vorgiinge das entscheidende Moment sein 
kénnen. In diesem Sinne beschaftigen sich zwei Arbeiten der 
neueren Zeit mit dem Chemismus der Methimoglobinbildung. 


5) Archiv f. experim, Pathol, u. Pharmakol. Bd. 29, S. 247 (1892). 
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Heubner’) suchte die Wirkung der Nitro- und Aminophenole 
auf den Blutfarbstoff aufzukléren. Auf Grund eigener und 
fremder Versuche und auf Grund theoretischer Betrachtungen 
kommt er zum Schlusse, daf} die Vertreter dieser Kérper- 
gruppen nicht unmittelbar mit dem Blutfarbstoff reagieren, 
sondern da sie durch die Einwirkung des Gewebestoffwechsels 
erst eine Umwandlung erfahren in einen Kérper, der als der 
eigentliche Methimoglobinbildner anzusehen ist. Aus der Be- 
obachtung der Mengenverhiltnisse schlie}t Heubner, dafi es 
sich bei dieser Umwandlung um einen reversiblen Prozefi, 
bzw. um einen Pendelprozef} handle und daB dabei das Amido- 
phenol oder das Anilinmolekiil mit einer grof$en Anzahl von 
Haimoglobinmolekiilen in Reaktion trete, also gewissermaBen 
katalytisch wirke. Er postuliert dabei die Entstehung von 
Chinonimin, lift aber auch die Méglichkeit der intermediadren 
Aryl-Hydroxylaminbildung offen. Den Mechanismus denkt er 


sich folgendermafien: 


Aminophenol + Sauerstoff = Wasser -}- Chinonimin 


ra Mites 
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Chinonimin + Hamoglobin + Wasser 








Aminophenol 


+ 2 (Hb= Fe) + 2 (H,0) 


-+ Methimoglobin 
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") Archiv f. experim. Pathol. u. Pharmakol. Bd. 72, S. 241 (1918). 
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Er war aber nicht imstande, das geforderte Zwischen- 
produkt, das Chinonimin, zu fassen. 

Lipschitz’) gelang es, den Chemismus der Methiimo- 
globinbildung durch m-Dinitrophenol aufzukléren dadurch, das 
er die Bildung von m-Nitrophenylhydroxylamin bei der Be- 
rihrung von m-Dinitrophenol mit tierischem Gewebe nachwies 
und feststellen konnte, daf} dieses Zwischenprodukt als eigent- 
licher Methimoglobinbildner anzusehen ist. 

Die vorliegende Arbeit hat den Mechanismus der Methii- 
moglobinbildung durch Anilinderivate zum Gegenstand. Sie ging 
von der Fragestellung aus, ob die genauere Feststellung der in 
verschiedenen Zeiten entstandenen Methimoglobinmenge Auf- 
schluf iiber die Art des Bildungsvorganges geben kann. Dabei 
hat sich ein Vergleich des Acetanilids mit dem ihm nahe- 
stehenden Verwandten als fruchtbringend,erwiesen. Die Unter- 
suchung wurde durch die Liebenswiirdigkeit des Herrn Prof. 
Skita (Freiburg) erméglicht, der die erforderlichen Priparate 
dem Institute zur Verfiigung stellte. 


Il. Methodik. 


Das Acetanilid wurde aus folgenden Griinden fiir die 
gestellte Aufgabe als geeignet befunden. Es ist ebenso wie 
seine Abkémmlinge wasserléslich genug, um unmittelbar in 
die Blutbahn in ausreichender Menge eingefiihrt zu werden; 
seine Giftigkeit fiir das Blut und fiir den Tierkérper ist nicht 
so heftig, daf} liingerdauernde Versuche in vivo ausgeschlossen 
wiren. Vor allem aber ist es mdglich, sowohl in vitro als 
in vivo den Verlauf der Giftwirkung auf das Blut zeitlich zu 
verfolgen. 

Zur Beobachtung des Wirkungsverlaufs sollte eine Me- 
thode ermittelt werden, die es erméglichte, jederzeit bei kleinen 
Blutmengen das Vorhandensein des gebildeten Methimoglobins 
festzustellen. Die Spektrophotometrie kam aus zwei Griinden 
nicht in Frage. KEinerseits ist es nach den Arbeiten von 
Butterfield’) nicht sicher, ob die Ergebnisse nicht von der 





1) Diese Zeitschr. Bd. 109, S. 189 (1920). 
*) Diese Zeitschr. Bd. 62, S. 173 (1909). 
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individuellen Aperzeptionsfaihigkeit des Untersuchers und dem 
jeweiligen Bau des Apparates abhingig sind. Die erste Frage 
scheint durch Letsche') zugunsten der Methode geklirt, die 
letztere bleibt aber noch offen. Anderseits arbeitet die Spektro- 
photometrie mit himolysiertem Blut und dabei ist eine ver- 
stiirkte EKinwirkung des Blutgiftes auf das vom Stroma befreite 
Himoglobin wahrscheinlich und damit die Méglichkeit einer 
quantitativen Bestimmung des im unverinderten Blute gebil- 
deten Methiimoglobins ausgeschlossen. 

Bei der Suche nach einer brauchbaren Methode zur quan- 
titativen Bestimmung des gebildeten Methimoglobins benutzte 
ich, ahnlich wie schon Dreser?), die Eigenschaft desselben, 
fiir die Atmung bzw. die Sauerstoffbindung unbrauchbar zu 
werden. Ks muf} die Atmungskapazitéit, d. h. Fahigkeit 
des Blutes pro Mafseinheit Sauerstoff locker zu binden, an- 
geben, wieviel unverindertes Hiimoglobin bzw. Oxyhimoglobin 
noch vorhanden ist. Das Verhiltnis dieser Zahl zur Sauer- 
stoffkapazitét des unbehandelten Blutes des gleichen Tieres, 
bzw. dessen reziproker Wert gibt dann unmittelbar die pro- 
zentuale Menge des gebildeten Methimoglobins an unter der 
wohl erlaubten Voraussetzung, dafi} die Verminderung des 
Sauerstoffbindungsvermégens lediglich auf der Umwandlung 
des Himoglobins in Methaémoglobin beruht. Die Bestimmung 
mufi natiirlich stets an arteriellem, d. h. maximal mit Sauer- 
stoff gesittigtem Blut vorgenommen werden. 

Kine weitere Méglichkeit der Methimoglobinbestimmung 
beruht auf der Feststellung der Atmungsbeeintrichtigung bei 
kernhaltigen roten Blutkérperchen. Hier war daran zu denken, 
daB die verwendeten Blutgifte neben der Methimoglobinbildung 
auch andere atmungshemmende Wirkungen etwa im Sinne der 
Narkotika ausiiben kénnten. Es wire dann der Grad der 
Atmungsschidigung nur als mégliches Maximum der Methimo- 
globinwirkung anzusehen gewesen. Da aber fiir die unter- 
suchten Kérper auf beide Methoden quantitativ gleiche Werte 
gefunden wurden, so darf man wenigstens fiir die vorliegenden 





") Diese Zeitschr. Bd. 67, 8S. 177 (1910). 
*) Archiv f. experim, Pathol. u. Pharmakol. Supplementhd. 1908 S. 138. 
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Substanzen annehmen, daf} die Atmungsbeeintrachtigung ledig- 
lich eine Folge der Methimoglobinbildung ist und daf auch 
die Beobachtung der Atmungsfahigkeit die quantitative Fest- 
stellung des Grades der Methimoglobinbildung gestattet. 

Die Untersuchungen wurden, um weitere Fehlerquellen 
auszuschalten, stets an der gleichen Tierart vorgenommen, 
und zwar die Bestimmungen der Atmungskapazitit an Katzen- 
blut, das fiir Methimoglobinbildung besonders geeignet: ist, 
die Verainderungen der Atmung an Gianseblutkérperchen. Die 
Veriinderung der Atmungskapazitaét wurde in vitro und in vivo 
beobachtet. Die Reagenzglasversuche wurden mit gewaschenen 
Blutkérperchen, mit geschlagenem Blut, mit Hirudinblut, mit 
Citrat- und Oxalatblut angestellt, was stets steril aufgefangen 
war. Fiir die in vivo-Versuche wurde immer Blut aus der 
Arterie mit einem Kérnchen Hirudin ungerinnbar gemacht 
und unverdiinnt untersucht. Die Atmungsversuche mit Ginse- 
blut wurden stets an sterilem, durch Schlagen mit runden 
Glasperlen defibriniertem Blut vorgenommen, um bei den zum 
Teil auf laingere Zeit sich erstreckenden Beobachtungen durch 
die bakteriziden Eigenschaften des Serums stérende Bakterien- 
entwicklungen hintanzuhalten. 

Die Bestimmung der Atmungskapazitét erfolgte mittels 
der Ferricyanidmethode nach Haldane-Barcroft nach der Be- 
schreibung von Fr. Miiller in Abderhaldens Handbuch der 
biochemischen Arbeitsmethoden Bd. 3, 8. 685. Es wurden, 
wenn irgend méglich, von jeder Bestimmung zwei Kontroll- 
analysen gemacht und bei méglichst gleichmifiger Temperatur 
gearbeitet. Schwankungen von 1° im Verlaufe vielstiindiger 
Versuche sind als Maximum anzusehen. Bei einiger Ubung 
stimmen die Ergebnisse auf etwa 2°/, iiberein, gréBere Fehl- 
schlage, wie sie bei Miiller geschildert werden, wurden ver- 
hiltnismafig selten beobachtet und jeweils durch Untersuchung 
einer neuen Blutprobe richtiggestellt. Sehr wesentlich zur 
Vermeidung von Fehlern trigt ein auferordentlich sorgfiltiges 
Himolysieren des Blutes durch Schiitteln mit Ammoniaklésung 
bei. Gegen die Anwendung dieser Methode zur Bestimmung 
der Atmungskapazitit bei Vergiftung des Blutes mit Himoglobin- 
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bildnern hat Dreser’) den Einwand erhoben, dafi ,,das im Blut- 
plasma geléste methimoglobinbildende Agens an das durch das 
Lackfarbenmachen ihm besonders leicht zuginglich gewordene 
Oxyhamoglobin herantritt und es in Methimoglobin umwandelt, 
so dais die nachherige Austreibung des Sauerstoffs aus dem 
noch iibriggebliebenen Oxyhimoglobin durch Ferricyan zu kleine 
Sauerstoffwerte liefern mu“. Um diese Fehlerquelle zu ver- 
meiden, hat Dreser an Stelle der handlichen Haldaneschen 
Methode eine weit umstindlichere Methode ausgearbeitet, die 
auf der Verdrangung des Sauerstoffs durch Kohlenoxyd im 
Blute beruht. Der Einwand erscheint aber nicht stichhaltig. 
Die Hiamolysierung des Blutes erfolgt naimlich erst nach Ab- 
schlufi der Gefaibe, so dai der etwa durch die Einwirkung des 
Methimoglobinbildners auf das himolysierte Blut freiwerdende 
Sauerstoff der Messung nicht entgeht. Die Aichung der 
Schiittelgefafe erfolgte in Verbindung mit den Manometern. 
Man stellt nach Temperaturausgleich auf eine Marke ein, 
schlieBt das Manometer ab, vermindert durch Drehen der 
Schraube am Manometer das abgeschlossene Volum um den 
Raum a und liest den zu dieser Volumverminderung not- 
wendigen Uberdruck am offenen Manometerschenkel ab. Nach 
dem Gasgesetze ist dann py = p (v—a), wenn p der urspriing- 
liche (Atmosphiren-) Druck, p’ der um den abgelesenen Uber- 
druck vermehrte Atmosphirendruck, v das gesuchte Volumen 
ist. Man wiederholt diesen Vorgang, nachdem man (vorher 
im Wasserbad temperiertes) Wasser in abgemessener Menge 
m in das Schiittelgefifi gefiillt hat. Man erhalt dann die 
Gleichung p, (v—m) = p, (v—m—a) und list beide Gleichungen 
nach a auf: 

a 

Pi 
In dieser Gleichung die einzige Unbekannte v zu ermitteln: 


av ts = (v—m 
- ( ) 


, PsP 
P (P1— Ps) — P's (P—p) 





v=m-p 


1) Archiv f. Experim. Pathol. u. Pharmakol., Supplementhd. 1908, 
S. 138. 
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Zur Kontrolle kann man eine weitere Bestimmung ausfiihren, 
nachdem man das Volum des Schiittelgefiifes durch Fiillung 
um eine andere abgemessene Wassermenge m’ vermindert 
hat; die Ergebnisse miissen dann iibereinstimmen. Die Be- 
rechnung der Versuche wird nach den Angaben von Miiller 
ausgefiihrt. 

Die Untersuchung der Atmungsbeeinflussung erfolgte nach 
den von Siebeck in Abderhaldens Handbuch der biochemischen 
Arbeitsmethoden Bd. 8, S. 33 dargestellten zweiten Methode 
zur Bestimmnng der Oxydationsgeschwindigkeit. Diese Methode 
gewahrt die Méglichkeit, jederzeit die Menge des verbrauchten 
Sauerstoffs zu bestimmen und sie mit den Mengen zu ver- 
gleichen, die von unbehandeltem Blut in der gleichen Zeit 
verbraucht werden. Bei allen Untersuchungen wurden min- 
destens zwei Parallelbestimmungen angesetzt, die auf etwa 
2—3°/, iibereinstimmten. Gréfiere Schwankungen des Thermo- 
barometers konnten durch Vermeidung von Schwankungen in 
der Wasserbadtemperatur bei konstantem Luftdruck meist ver- 
hiitet werden. An Tagen mit groben Luftdruckschwankungen 
wurden die Ablesungen durch starke Ausschliige des Thermo- 
barometers wesentlich beeintrichtigt. Die Aichung der Oxy- 
dationsgefaifie erfolgte auf die gleiche Weise wie die der 
SchiittelgefiiBe bei der Ferricyanidmethode. Beeintrachtigung 
der Versuche durch Bakterienentwicklung konnte durch steriles 
Vorgehen und Verwendung von defibriniertem Blut vermieden 
werden. Die Versuche erstreckten sich zum Teil iiber 24 Stunden. 
Die Abwesenheit von Bakterien wurde stets durch mikro- 
skopische Kontrolle nach beendetem Versuche festgestellt. Bei 
der Untersuchung der Atmung wurde mehrfach beobachtet, 
dafi frischgeschlagenes Blut schlechter atmet als solches, das 
schon einige Stunden gestanden hat. Der Ursache dieser auf- 
failligen Erscheinung soll nachgegangen werden. Um hieraus 
sich etwa ergebende Fehlerquellen auszuschalten, wurde von 
der Verwendung frischen Blutes abgesehen und nur solches 
benutzt, das am Abend vorher dem Tier entnommen, defibriniert 
und im Hisschrank aufbewahrt war. Die Berechnung der Ver- 
suche geschah nach den Angaben Siebecks nach der Formel: 
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, worin v der Gasraum der 


Sauerstoffverbrauch = 


Vv 
aTae 10000 
Gefaiffie und p die abgelesene Druckabnahme, korrigiert um den 
Anschlag des Thermobarometers, bedeutet. Der Wert fiir die 
Anderung des Sauerstoffpartialdrucks kann vernachlissigt 
werden, da er seiner GréSenordnung nach im Verhiltnis zur 
Genauigkeit des Verfahrens nicht in Betracht kommt. 


ill. Versuche. 
1. Versuche mit Acetanilid. 


Wie schon oben angedeutet, wurden die Versuche im 
wesentlichen mit Acetanilid angestellt. Es besitzt die Formel 


ee ae 
‘ N<cocn,, 


| 


‘et 


ist in kaltem Wasser schlecht (1:189), in warmem Wasser 
gut (1:18) léslich. Die Lésungen reagieren neutral. 


a) In vitro 
Versuch IV. 23. 6.520. 


(Gewaschene Blutkérperchen in Ringerlésung.) 87°h- Katzenblut 
steril aus der Carotis entnommen, 15 Min. mit runden Glasperlen geschiittelt, 
20 Min. zentrifugiert; die Blutkérperchen werden 3mal je 20 Min. mit 
Ringerlésung gewaschen und dann mit der dreifaghen Menge Ringerlésung 
aufgeschwemmt. Je 10 ccm der Aufschwemmung werden gemischt um 
11°%—]]°h. 

1, mit 10 ccm Ringerlésung, 

2. mit 10 ccm 0,5°/,iger Acetanilidlésung in Ringerliésung, so daB auf 
den ccm Lisung 0,0185 Millimol Acetanilid kommen, und von 117 — 11h. 
in der Schiittelmaschine geschiittelt. 











1 2 3 4 
Zeit nach dem At avengpnnpaaeaes Akammnguagaeiith Verhiltnis von 
iin | —— Spalte 3:2 in °/ 
kérperchen- Aufschwemmung |°P ’ 
aufschwemmung mit Acetanilid 

40 Min. 17,35 15,96 92,05 

4*/, Std. 17,73 14,77 83,28 

ae 17,15 10,97 64,00 

: 17,50 11,18 63,87 
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Versuch XV. 


9. 7, 20. 


(Defibriniertes Blut.) 9°°h. Katzenblut steril aus der Arteria brachialis 
entnommen, 20 Min. mit runden Glasperlen geschlagen und koliert. Joe 
5 ccm werden gemischt um 10'h. 


1, mit 5cmm 0,9°/,iger NaCl-Lésung, 

2. mit 5cecm 0,5°/,igem Acetanilid in 0,9°/, iger NaCl-Lisung (0,0185 
Millimol in 1 ccm Mischung), 

3. mit 5 ccm 0,05°/, igem Acetanilid in 0,9 °/, iger NaCl-Lisung (0,00185 
Millimol in 1 cem Mischung) 


und von 10*°—10®h. in der Schiittelmaschine geschiittelt. 








1 9 ee 4 

ef ieee arr dame peace icc Verhiltnis 
dem Mischen| 4 = i >. |. » Ba:2 | 3b:2 

es unbehandelten | g 0,5°/, | d.0,05°/, in °/, 

Blutes Acetanilidblutes 
35 Min. 17,54 17,57 | 17,57 | 100,2 | 100,2 
8 Std. 17,54 17,38 17,57 99,08 | 100.2 
4, 17,15 12,34 14,34 72,20 | 83,60 
48 , 17,35 11,78 11,71 67,94 | 67,50 





Versuch VIII. 








28. 6. 20. 





(Oxalatblut.) 9°°*h. Katzenblut steril aus der Carotis in 1 cem 0,9°/, iger 
Natriumoxalatliésung aufgefangen. Je 3 ccm werden gemischt um 10°) mit 
1. 3ccem 0,9°/,iger NaCl-Lésung, 
2. 3ccm 0,5°/oigem Acetanilid in 0,9°/, iger NaCl-Liésung (0,0185 Milli- 


mol in 1 ccm Mischung), 


3. 3ccm 0,05°/,igem Acetanilid in 0,9°/,iger NaCl-Lésung (0,00185 
Millimol in 1 ccm Mischung) 


und von 10°°—11%h. in der Schiittelmaschine geschiittelt. 














1 2 3 
Zeit nach | Atmungskapazitat pice <r Verkitais sion 
dem Mischen mt a) : b) vey Teagan 
des unbehandelten | g 0,5%/, | d.0,05%/, in %/, 

Blutes Acetanilidblutes 
40 Min. 18,24 18,36 | 18,15 100,60 | 99,50 
7 Std. 18,32 17,97 18,08 97,95 | 98,51 
18,16 17,938 18,04 98,96 | 99,48 
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Versuch X. 1. 7. 20 (Citratblut). 


9'°h. werden aus der Arteria femoralis 18 ccm Katzenblut steril ent- 
nommen und in 2 ccm 3°/,iger Natriumcitratlésung aufgefangen. Je 5 ccm 
werden gemischt um 9*° h. 
1. mit 5 ccm 0,9°/,iger NaCl-Lésung, 
2. mit 5 ccm 0,5°/,igem Acetanilid in 0,9°/,iger Na Cl-Lisung (0,0185 
Millimol in 1 ccm Mischung), 
3. mit 5 ccm 0,05°/, igem Acetanilid in 0,9°/, iger Na Cl-Lisung (0,00185 
Millimol in 1 cem Mischung) 
und von 9°°—10°h- in der Schiittelmaschine geschiittelt. 











l 2 3 4 

Zeit nach | Atmungskap.| Atmungskapazitit in °/, Verhaltnis von 

dem in °/) des a) b) 8a:2 | 3b:2 
Mischen | U2behandel- | des 0,5 °/, igen|des0,05°/,igen in °/, 

ten Blutes Acetanilidblutes 

1 Std. 15,78 15,90 15,79 100,70 100,00 
81/2» 16,17 16,11 16,19 99,58 100,05 
24 . 15,59 15,88 15,25 98,64 97,82 
48 7 15,98 15,58 16,15 97,49 101,08 

















Die Lésungen wurden stets bei Zimmertemperatur aufbewahrt. 


Die vorliegenden Versuche zeigen, dafi Acetanilid in vitro 
sowohl bei gewaschenen roten Bluikérperchen wie auch in 
defibriniertem Blut Methimoglobin bildet. Diese Bildung er- 
folgt erst nach verhialtnismaéfig langer Zeit. In der Blut- 
kérperchenaufschwemmung wird das Maximum nach 23 Stun- 
den, in defibriniertem Blut erst nach 48 Stunden erreicht. 
In beiden Fallen wird maximal etwa ein Drittel des Oxy- 
himoglobins in Methimoglobin umgewandelt. Dabei wird in 
Versuch XV der gleiche Effekt durch 0,00185 Millimol pro 
ccm wie mit der 10fachen Menge erzielt. In Oxalatblut und 
Citratblut erzeugt Acetanilid kein Methimoglobin. Auf dieses 
verschiedene Verhalten verschieden behandeltem Blut gegen- 
iiber sind vielleicht auch die abweichenden Angaben iiber die 
methaimoglobinbildende Wirkung des Acetanilids in vitro zu- 
riickzufiihren (Lépine'), Hénoque’). 





1) Rev. de méd, S, 306 (1887), zit. n. Maly Bd. 17, S. 58 (1887). 
*) Comt. rend. soc. biolog. 8. 498 (1887), zit. n. Maly Bd. 17,8. 58 
(1887). 
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b) In vivo. 


Versuch VI. 25. 6. 20. 
Katze, grau, 9, 2130 g, 85° h. Rektaltemperatur 39,3°, 8° h. aufge- 


spannt, in Carotis und Jugularis Kaniilen eingefiihrt. Blutproben aus der 
Carotis jeweils mit einem Kérnchen Hirudin versetzt. 
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70% ni 36° 
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O% ~j-~ 35° 
O 2% ¢® & S&P 70% 12% 14% 16% 18 20% 22" 19° 26% 
Atmungskapazitéit. ----- Rektaltemperatur. 
Abszisse: Zeit in Stunden. Ordinate: O,-Bindungsvermégen 
pro cem in °%, bzw. °C. 
Zei h At- |. Rek- 
rane rerotny mungs-|"/o der} tal- Bemerkungen 
zeit ee kap. | Norm | temp. 8 
Injektion | in °%, in °C. 
9g» 0 Min. 31,76 }100,0 | — | Blutentnahme, hellrot 
iiss — _ — {0,1 g Acetanilid in 20 ccm 
0,9°/, iger Na Cl-Lésung in 
die Jugularis 
10° 20 Min. — — — | abgespannt 
10* 60 , — — | 38,65 -- 
120 2Std.20Min.} — — | 36,65 | liegt matt da, schwache Cya- 
nose; Tier aufgebunden 
12° 2 Std. 25 Min. | 20,36 | 64,10} — |Blutentnahme, Farbe dun- 
kelbraun 
121° . « 2 — — | 35,35 | abgebunden 
12° 3 Std. — — | 35,20 
5 hdd 5Std.30Min.| — — | 35,10] Tier munter 
ad 6 Std. -— — | 35,0 | Cyanoseschwach; Tier auf- 
gebunden 
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Fy Zeit nachder| At- 0), der _~ ; 
Sn | Rectanilid- Pe te laeee Bemerkungen 
zeit raphe Kap , 
Injektion | in 9, in °C. 
3% - % 27,84 | 87,68} — |Blutentnahme, Farbe dun- 
kelbraun; abgebunden 
440 7 - in —_ 35,35 _ 
5% Sy — — | 36,50 ; _ 
6*° e « _ — | 38,88 _ 
26. 6. 20. 
11% 258td.30Minj — — | 39,2 |Tier munter, friBt gut; auf- 
gebunden 
11*° 26 Std. 32,64 | 100,87] — {Blutentnahme, Farbe hell- 
rot; abgebunden. 

















Versuch XI. 2. 7. 20. 


Katze, grau, 2, 1840 g, 8°° h- aufgebunden auf Warmekissen und 
im Atherrausch Kaniilen in Carotis und Jugularis eingelegt. Blutproben 
aus der Carotis jeweils mit einem Kérnchen Hirudin versetzt. 
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Atmungskapazitit. ----- Rektaltemperatur. 
Abszisse: Zeit in Stunden. Ordinate: 0,-Bindungsvermiégen 
pro cem in %, bzw. °C. 














Seeniien Zeitnach der} <At- 0), der 4 
¥ 1-9 jmungs-} /o al- 
oats Acetanilid kap. | Norm | temp. Bemerkungen 
Injektion | jn %/, net 
845 0 Min. 30,86 | 100,00} — | Blutentnahme, hellrot 
gt = — — | 39,2 — 















































98 Philipp Ellinger, 
Zeitnachder| At- Rek- 
Stunden- 4-7 |mungs-°/,der|  tal- 
zeit Acetanilid kap. | Norm | temp. Bemerkungen 
Injektion | jn /, in °C. 
g52 0 Min. aon ns — |0,1 g Acetanilid in 20 ccm 
Ringerlésung, in Jugu- 
laris injiziert 
gis 34,68 | 82,97] — | Blutentnahme, hellrot 
9* 3 Cs — — | 38,6 — 
948 - —~ — | 38,3 — 
95s 1 Std. — Min. | 29,68 | 82,97 | — | Blutentnahme, deutl. braun 
1038 =~! — — | 37,8 — 
10°8 1 , 30 , | 26,91} 75,05] .— | Blutentnahme, stark braun; 
Gewebe briunlich, starke 
Cyanose der Schnauze 
1088 :. ae a — | 37,3 — 
10** 2, — ., | 23,09 }64,40] — | Blutentnahme, dunkelbraun 
ue is .20,)| — | — #0638 ls 
11** 2 , 380 , | 22,57; 62,97} — | Blutentnahme, dunkelbraun 
1188 . ~ 2 « — — | 86,40 _— 
115 3 4 — » | 28,00; 79,46; — | Blutentnahme, braun, aber 
schon heller 
12° 8 «2 DD. — — | 35,00 — 
12% 3 , 30 , | 25,72 ]|71,74] — |Blutentnahme, Farbe wie 
: vorher 
12% re. a _— — | 35,25 _ 
1258 4, — , | 23,97 | 66,84] — |Blutentnahme, Farbe wie 
vorher 
106 Ds ee oo — | 35,10 aa 
1% 4 , 30 , | 22,77] 63,50] — |Blutentnahme, Farbe un- 
verindert 
138 4. © « — — | 35,50]|Tier sehr schlapp, daher 
abgebunden 
Q15 i. ae — — | 36,0 os 
a 6, — , | 28,63] 65,88] — | Tier aufgebunden, Blutent- 
nahme 
55-9516 . 380 , ssi — — |40ccm kérperwarme 0,9°/, 
Kochsalzlésung in die Ju- 
gularis, dann abgebunden 
358 6Std.45Min} — — | 35,10 | Liegtschlaffda,reagiert aber 
prompt auf Beriihrung 
418 -—— ae — — | 36,70 |sitzt aufrecht 
530 :, ae — — | 36,60 _ 
62° o,”., — — | 36,60 | Beschleunigte Atmung, 


113 pro Min. 
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F Zeitnachder| At- 0) der — 
Stunden: | 4 cetanilid- go : _ Bemerkungen 
zeit toss ap. | Norm] temp. 
Injektion | jn 1, in °C, 
61° 9Std.45 Min. — — |56,0 | Atmung 110 
104 ee as ~ — | 35,4 — 
3. 7. 

gos 24 ,—- » — — | 37,4 | Atmung 32, sichtb. Schleim- 
haute, rosig; schlapp, 
richtet sich aber spon- 
tan auf 

11° 26, — , | 37,241104,10] — | Blutentnahme, Farbenormal 

i alias — — — — |30 ccm 10°/,ige Trauben- 
zuckerlésung in die Ju- 
gularis 

Hi _ — — | 35,7 — 

450 32 ,— , ~ — | 35,4 | Tier sehr schlapp, vertrigt 
jede Lage; Reflexerreg- 
barkeit erhalten, Atmung 
34, Urin frei von Blut- 
farbstoff 

g00 39 yy — » — — — |Exitus; Blut hellrot; Urin: 
Urobilin +- Biliburin —. 

Versuch VII. 28, 6. 20. 


Katze, grau, <j’, 1960 g. 9° h- aufgebunden auf Warmekissen und im 
Atherrausch Kaniilen in Carotis und Jugularis eingefihrt, Blutproben aus 
der Carotis jeweils mit einem Kérnchen Hirudin versetzt. 
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Abszisse: Zeit in Stunden. 


Ordinate: O,-Bindungsvermégen 
pro cmm Blut in °%, 36°, bzw. °C. 
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Stunden- | Zeit nach der} At- °lo — 
Acetanilid- |™U"8*| dor | Bemerkungen 
zeit awe) kap. temp. 
Injektion | jn °/ | Norm] in °C, 
835 0 Min, ~- — | 888 — 
9* o 34,18]100,0 | — | Blutentnahme, hellrot 
9%°_.98° — — — — |0,01 g Acetanilid in 2 com 
0,9°/, ige Na Cl-Lésung in 
die Jugularis 
1075 57 Min. _ — | 38,7 
10°8 60 , 26,12] 76,52} — _ | Blutentnahme, briunlich 
1125 2 Std. ~— — | 37,3 — 
11% _ 22,35] 65,50] — | Blutentnahmeetwasbrauner 
12° 2Std.30Min.| — — | 36,15 
12° . = 21,24] 62,25] — | Blutentnahme von gleicher 
Farbe wie letzte Probe 
12** = a _ — 35,7 =. 
i3* -s 22,15} 64,91] -—- | Blutentnahme, Farbe unver- 
iindert 
i es 3, 30 , —_— — — |abgebunden 
200 4,80, | — | — 1852 = 
- a eg: Oe oe a _ — |Tier munter, wieder aufge- 
bunden 
g46 a. ie 31,21] 91,44] — | Blutentnahme, Farbenormal 
9 . . ae ~- — | 37,1 — 
g« ’ . 2 -~« —- — | 38,2 — 
34 6 , 20 , | 34,26]100,30} — | Blutentnahme, Farbe hell- 
rot; abgebunden 
| 515 7 .« — — | 38,4 —_ 


Versuch XIII. 6. 7. 20. 


Katze, weiB, of, 2100g. 8° h- auf Warmekissen aufgebunden. In die 
Jugularis und Arteria femoralis im Atherrausch Kaniilen eingeftihrt. Blat- 
proben aus der Arteria femoralis jeweils mit einem Kérnchen Hirudin ver- 
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setzt. In die Jugularis wird aus einer Mariotteschen Flasche von 9* h- ab 
eine 0,5°/,ige Acetanilidlésung in 0,9°/,ige NaCl-Liésung einlaufen gelassen. 
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Atmungskapazitit. 


-+ i 


----- Rektaltemperatur. 
+ Menge der eingelaufenen Fiiissigkeit. 


Abszisse: Zeit in Stunden. Ordinate: O,-Bindungsvermégen 
pro ccm Blut in %,, bzw. ° C, bzw. cem. 





























Zeit : | Einge- At- oa 
Stunden-} nach d. | Jaufene | mungs- “/o comme 
., |Kinlauf-] yonoe | ka der | Temp. Bemerkungen 
zeit beginn | ~°"8 P- 5 
‘ in ecm in %, Norm in ° C, 
Min. 
850 0 — — _ 38,8 — 
ad — — | 31,27 | 100,0 — |Blutentnahme, hellrot 
9” — — — — }|10ccm 0,9°/,ige Na Cl-Lé- 
sung in die Jugularis 
980 — — _ aa — | Beginn des Acetanilidein- 
laufes, ca.0,5 ccm pro Min. 
95 20 5,0 | 31,10 | 99,47 — | Blutentnahme, hellrot 
10° 30 _— — — 38,2 — 
10% 45 25,0 | 28,14 | 89,99 — | Blutentnahme, Stich ins 
Braunliche 
10*° 50 ~~ — = 37,4 -— 
105 65 40,0 | 23,10 | 73,86 — |Blutentnahme, braun 
1045 75 — oo —_ 37,0 
11° 90 55,0 | 21,80 | 69,71 — | Blutentnahme, braun 
11% 95 — = — 36,4 -—- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXI. 
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Zeit | Kinge-}| At- ° 
: hd. /o Rektal- 
a Einlaut- laufene | mungs- der Temp. Bemerkungen 
zeit beginn | Menge kap, Norm | in *C 
Min. | incem | in %o 
11% 110 70 31,18] 69,31 — | blutentnahme, braun 
11° 120 — — — 35,3 — 
11° 140 100 20,271) 64,82} — |Blutentnahme, braun 
11° - _ a “= — |50ccm 10°/,iger Trauben- 
bis zucker in die Jugularis; 
12° Acetanilideinlauf abge- 
brochen 
11” 145 _ — — 34,1 _ 
= 150 — — 33,4 | Reflexerregbarkeit (Cornea) 
aufgehoben. Krampfe der 
Atemmuskulatur, Atem- 
stillstand. Kiinstl. At- 
mung. Nach 5 Min. At- 
mung spontan. Abgebun- 
den und mit Heizkissen 
und warmen Decken er- 
wairmt 
a” a —_ — — — |Cornealreflex +, Atmung 
spontan 60 in der Min. 
Ungeordnete Zuckungen 
in den Extremititen 
12'5 165 100 20,971 67,07 — |Blutentnahme, braun 
2” — — -- — |Erneuter Atemstillstand, 
kiinst], Atmung erfolglos 
1235 175 o- —_ — — | Herzstillstand 




















In allen Versuchen ruft das Acetanilid eine Herabsetzung 
des Sauerstoffbindungsvermégens hervor. Im Maximum wird 
jeweils etwa ein Drittel des Blutfarbstoffes in Methimoglobin 
umgewandelt, wihrend etwa zwei Drittel unveriindert bleiben. 
Dieses Maximum ist unabhingig von der Menge eingefiihrter 
Substanz, die bei anniihernd gleich groBen Tieren (im Mittel 
2000 g) zwischen 0,01 g und 0,5 g, also um den 50 fachen Be- 
trag schwankt. Das Maximum wird stets nach 2—3 Stunden 
erreicht. Lediglich die Dauer des Abklingens der Vergiftung 
ist von der Menge der eingefiihrten Substanz abhingig. Die 
langer dauernde Wirkung in Versuch XI im Vergleich zu Ver- 
such VI mu auf die schwere Schidigung des Tieres durch 
stundenlanges Aufbinden zuriickgefiihrt werden. In allen Fallen 
verlief die Kurve der Methimoglobinbildung abweichend von 
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der Temperaturkurve. Die Methaimoglobinbildung ging der 
Temperaturherabsetzung voraus und erreichte friiher ihren 
Hihepunkt und ihr Ende. Die fiir die Menge des gebildeten 
Methimoglobins gefundenen Werte stimmen nicht mit denen 
Dresers’) und Dennigs®*) iiberein, die beide mit anderen 
Methoden gewonnen wurden. Beide fanden héhere Werte, die 
sich aus der angewandten Methodik leicht erkliren lassen. 
Ersterer stellte seine Untersuchungen mit venésem Blute an, 
bei letzterem konnte das Acetanilid auf das hamolysierte 
Hiimoglobin vor der Ablesung ungehindert einwirken. 

Um etwaige Fehlerquellen auszuschalten, wurde der Ein- 
fluf eines gleichmaéfigen Kochsalzeinlaufes auf die Atmungs- 
kapazitit untersucht. 


Versuch IX. 30. 6. 20. 


Katze, grau, 2, 2360 g, 8h. auf Warmekissen aufgebunden. Im Ather- 
rausch in die rechte Arteria femoralis und in die linke Vena femoralis 
Kaniilen eingebunden. Blutproben aus der Arteria femoralis jeweils mit 
einem Kérnchen Hirudin versetzt. 


* 




















; Zeit nach ‘Eingelaufene Atmungs- P 
Stund..- 7 lo 
n Kinlauf- Menge kap. der N Bemerkungen 
aie beginn in ccm in °/o _ 
9° — os 31,57 100,00 | Blutentnahme,hellrot 
a = —_— Einlaufbeginn von 0,9°/, 
935 NaCl-Lésung in die 
; ve Vena femoralis aus 
MariottescherFlasche; 
etwa 1,25ccm pro Min. 
95° | 23 Min. 27 31,29 99,10 | Blutentnahme, Farbe 
unverandert 
10° | 43 =, 53 31,30 99,13 | Blutentnahme,hellrot 
on ee, &6 31,81 100,7 ‘ ‘ 
Li”? §9O ., 130 32,17 101,9 ‘ ‘ 











Der Kinlauf von 130 cem physiologischer Kochsalzlésung 
innerhalb 90 Minuten blieb ohne jeden Einfluf} auf das Sauer- 
stoff bindungsvermégen des Blutes. 

Zur Wiirdigung des stets auftretenden Maximums von 
‘/; Methimoglobin bei ?/, unverinderten Blutfarbstoff und 


sé. 2. © 
*) Deutsch. Arch. f. klin. Medizin Bd. 65, S. 524 (1900). 
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zum Vergleich mit andern Methaimoglobinbildnern, die nicht 
zur weiteren Gruppe des Acetanilids gehéren, wurde die 


Wirkung eines gleichmafigen intravenésen Kinlaufs von Na- 
triumchlorat auf den Blutfarbstoff beobachtet. 


40% 


Versuch V. 24.5, 20. 


Katze, grau, 9, 1860 g. In Carotis und Jugularis Kaniilen eingefiihrt. 
Die aus der Carotis entnommenen Blutproben werden jeweils mit einem 
Kérnchen Hirudin versetzt. 
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Atmungskapazitat. 
Abszisse: Zeit in Minuten. Ordinate: Sauerstoffbindungsvermégen 
pro ccm Blut in °/p. 











| Zeit nach ‘ 
_— Finlauf- saith F i Bemerkungen 
zel beginn in °/, er Norm 
312 -- 33,52 100,0 Blutentnahme, hellrot 
317 — _ - Beginn des Einlaufs von 10°/,ig. 
NaCl0O,-Lésung in die Jugu- 
laris etwa 0,8ccm pro Min. 
327 | 10 Min, 29,94 89,31 Blutentnahme, Farbe unver- 
iindert 
g* 190 . 25,13 74,96 Blutentnahme, Farbe unver- 
aindert 
oS” hae « 20,80 62,04 Blutentnahme, schwach braun 
35° 142 15,00 44,75 Blutentnahme, dunkelbraun 
4" 353 , 11,30 33,72 “ a 
4" 187. 3,99 11,91 ‘ ' 
“Tre ., a — KinflubB insgesamt 50 ccm; Ex- 

















itus 
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Im Gegensatz zu Versuch XIII (Hinlauf mit Acetanilid) 
geht hier die Methimoglobinbildung gleichm&Big voran, bis 
bei der Herabsetzung der Atemfahigkeit des Blutes auf 12°/, 
der Norm der Tod eintritt, der im Acetanilidversuch XIII 
sicher nicht auf den Mangel an atmungsfaihigem Blut, sondern 
auf die Wirkung des Acetanilids auf das Zentralnervensystem 
zuriickzufiihren ist. In Versuch XI (intravenése Injektion von 
0,ig Acetanilid in 20 ccm Ringer) erfolgte der Tod nach 
volliger Wiederherstellung des normalen Oxyhimoglobingehalts 
bei dauernd stark herabgesetzter Kérpertemperatur. 


c) An der Atmung von kernhaltigen roten Blutkérperchen. 
Versuch XIV. 8. 7. 20. 


Defibriniertes Ginseblut wird versetzt mit der gleichen Menge 


1. Ringerlésung 
2. 0,5 °/, Acetanilid in Ringerlésung. 











ene Verhiltnis der Atmungs- 
‘Vounsadadieaiion kapazitit des Acetanilidblutes 
zum unbehandelten Blut in °/, 
30 Min. 73,68 
1 Std. 75,00 
1 , 380 Min. 66,10 
2 , 30 , 71,70 
S .. es 65,39 
Sy 64,16 





Versuch XVI. 12. 7. 20. 
Defibriniertes Ganseblut. Anordnung wie Versuch XIV. 











Pee Verhiltnis der Atmungs- 
Vermieliiaabon kapazitét des Acetanilidblutes 
zum unbehandelten Blut in °/, 
45 Min. 72,22 
2 Std. 65,14 
S 4 65,84 
4 Std. 30 Min. 66,90 
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Versuch XVIII. 15. 7. 20. 
Anordnung wie Versuch XIV. 











Zeit nach Verhéltnis der Atmungs- 
Versuchabeston kapazitit des Acetanilidblutes 
zum unbehandelten Blut in °/, 
1 Std. 65,95 
as 68,16 
ao 64,94 
—_ 67,57 
_ 64,84 
a 62,55 
7 Std. 45 Min, 62,90 





Versuch XIX. 16. 7. 20. 


Anordnung wie in Versuch XIV. 








Verhiltnis der Atmungs- 

Zeit nach kapazitit des Acetanilid- 

Versuchsbeginn bluts zum unbehandelten 

Blut in °/, 

45 Min. 68,75 
1 Std. 45, 66,07 
. -e. 69,10 
:.. 2... 66,80 
i wae 66,07 
DS i WE 65,01 
. 4 63,35 
at ee 66,06 
see 65,14 
= « yy 64,48 





i Alle Versuche zeigen das gleiche Ergebnis. Durch Zu- 
satz von Acetanilidlésung wird die Atmungsfihigkeit der roten 
Blutkérperchen auf zwei Dritteile des urspriinglichen Wertes 
herabgesetzt. Bis zur Einstellung dieses Gleichgewichts be- 
darf es einiger Zeit, doch bleibt der Wert iiber 24 Stunden 
fast unverindert bestehen. Daf auch hierbei die Konzentration 
keine Rolle spielt, zeigt folgender Versuch. 
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Versuch XXXII. 5. 8. 20. 


Aus defibriniertem Ganseblut werden folgende Mischungen hergestellt: 

1. 1 Teil Blut + 1 Teil 0,9°/,ige NaCl-Lésung, 

2. 1 Teil Blut + 1 Teil 0,5°/,iges Acetanilid in 0,9°/,ige NaCl- 
Lésung, 

3. 1 Teil Blut + 1 Teil 0,5°/,iges Acetanilid in 0,9°/,ige NaCl- 
Lésung, 


2 Teile 0,9°/,ige Na-Cl-Lésung. 











Verhiltnis der Atmungs- | Verhiltnis der Atmungs- 
7.8 fiihigkeit fihigkeit 

’ ue von Mischung 2 von Mischung 3 
Versuchsbeginn zu Mischung 1 zu Mischung 1 

in %/, in °/, 
1 Std. 77,93 75,87 
2 71,07 72,14 
8 . 30 Min. 65,39 65,97 
. % 63,70 63,56 
_ 66,07 65,39 








Auch hier wird wiederum die gleiche Atmungsbeeintriich- 
tigung unabhingig von der angewandten Konzentration des 
Acetanilids erzielt. 

Das Gemeinsame aller Versuche mit Acetanilid ist der 
Umstand, dafi in allen Fallen eine Umwandlung von normalem 
Blutfarbstoff in Methaimoglobin erfolgt. Bei dieser Umwand- 
lung stellt sich unabhingig von angewandter Konzen- 
tration und Menge ein Gleichgewicht ein, das er- 
reicht wird, wenn etwa ein Dritteil des Blutfarb- 
stoffes in Methimoglobin umgewandelt ist. 


2. Versuche mit Acetyl-N-Methylanilin. 


ek, — 0,H,,ON = 149,10, Sm. 99,5 unkorr. 


a 
(Priiparat von Prof. Skita, Freiburg.) 1 Teil Substanz 
list sich in 125 Teilen kalten Wassers mit neutraler Reaktion. 


‘CO CH, 











: i + 
wits 
Spt as 
: 
‘f 
jae 
= 
ie ae 








108 Philipp Ellinger, 


a) In vitro. 
Versuch IV. 238. 6. 20. 


8*%h. Katzenblut steril aus der Carotis entnommen, 15 Minuten mit 
runden Glasperlen geschiittelt, 20 Minuten zentrifugiert. Die Blatkérperchen 
werden 3mal je 20 Minuten mit Ringerlisung gewaschen und dann mit 
der 3fachen Menge Ringerlésung aufgeschwemmt. Je 10 ccm der Auf- 
schwemmung werden gemischt um 11°—11" h. 


1. mit 10 ccm Ringerlésung, 
2. mit 10 ccm 0,5°/,iger Acetyl-N-Methylanilinlésung in Ringer 
(0,0167 Millimol pro ccm) 


und von 11°°—11*5 h. in der Schiittelmaschine geschiittelt. 











1 2 3 4 
, Atmungskapazitit | Atmungskapazitat ner 
Panne der Bistetetpeatibuat: der ieclanenciees —.,. 
Aufschwemmung mit Acetyl-N- ; ‘0 
in °/, Methylanilin in °/, 

40 Min. 17,35 17,31 99,74 
270 , 17,73 17,72 99,98 
23 Std. 17,15 16,90 98,57 
53, 17,50 17,31 98,90 











Vie Atmungskapazitét bleibt 53 Stunden hindurch unver- 
dindert. Methimoglobin wird also nicht gebildet. 


b) In vivo. 


Der Versuch, die Wirkung des Acetyl-N-Methylanilins auf 
Katzenblut in vivo zu untersuchen, mifilang infolge der auBer- 
ordentlich hohen Nervengiftigkeit des Kérpers. Wiahrend der 
intravenésen Injektion einer 0,2°/,igen Lésung traten sofort 
Krampfe der gesamten Kérpermuskulatur auf, die nach 2 Mi- 
nuten zum Tode durch Atemstillstand fiihrten. Das Blut war 
unverandert. 


c) An der Atmung von Gianseblutkérperchen. 
Versuch XXI. 20. 7. 20. 


Defibriniertes Gianseblut wird versetzt mit der gleichen Menge 


1. 0,9°/,igen NaCl-Lésung, 
2. 0,5°/,igen Acetyl-N-Methylanilins in 0,9°/,ige NaCl-Lisung. 
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aia eit Verhaltnis der Atmungsfahigkeit 
Veusiitadidaion des Acetyl-N-Methylanilinbluts 
zum unbehandelten Blut in °/, 
1 Std. 97,4 
2 98,8 
oe 100,03 
~~ 100,02 





Versuch XXIJ. 22. 7. 20. 


Defibriniertes Ginseblut wird versetzt mit der gleichen Menge 


1. 0,9°/,iger NaCl-Lésung, 
2. 1,0°/,igen Acetyl-N-Methylanilins in 0,9°/,iger NaCl-Lésung. 














, Verhiltnis der Atmungsfahigkeit 
Zeit nach 7 1. 
: von Liésung 2: Lésung 1 

Versuchsbeginn nee 

in °/,5 

30 Min. 98,0 
2Std.15 , 102,5 
Ss 98,8 
eo % 100,3 
as 100,0 





Das Acetyl-N-Methylanilin ist also in keinem Falle im- 
stande, Methaimoglobin zu bilden. Dies stimmt mit den Fest- 
stellungen von Heinz’) iiberein, der auch bei peroraler Ver- 
abreichung von verhiltnismifig groBen Dosen bei Menschen 
und Tieren niemals Methimoglobinbildung fand. Von Kunkel?) 
und Kobert*) wird offenbar auf Grund einer mifiverstind- 
lichen Auffassung der Heinzschen Angaben das Acetyl-N- 
Methylanilin als Methamoglobinbildner angesprochen. 


) Berlin. Klin. Wochenschr. S. 250 (1890). 
7) Handbuch der Toxikologie S. 625 (1901). 
5) Intoxikationen, II. Auflage, Bd. II (1906). 








1 7 eat ie de Foon 





sil 


die Lésung reagiert neutral. 


H 
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3. Versuche mit Acetyl-p-toluidin. 
a 


N 
| ere = (,H,,ON = 149,10. Sm. 147° unkorr, 


i 8 






(Praparat von Prof. Skita, Freiburg.) 
1 Teil Substanz ist in 650 Teilen kalten Wassers lislich; 


im Verhialtnis 1 : 400. 


a) In vivo. 
Versuch XXXVII. 


In Wasser von 37° loést es sich 


10. 8. 20. 


Katze, Tiger, 2, 1880 g. 8 h- aufgebunden auf Warmekissen; im 
Atherrausch Kaniilen in die Carotis und Jugularis eingefiihrt. Blutproben 
aus der Carotis jeweils mit einem Kérnchen Hirudin versetzt. 

















; At | o | Rek- | 
Stunden} Zeit nach | mungs- ° tal- 
‘ Parra k der T Bemerkungen 
zeit |derInjektion} “@P- | 1 sOnip. 
in %, orm | in °C, 
aad -- _ — | 39,9 — 
835 — 18,29 | 100,0] -— | Blutentnahme, hellrot 
lalla ~ _ — — |28,5 ccm 0,2°/,ige Acetyl- 
p-toluidinlésung in 0,9°/,- 
iger Na Cl]-Lisung kérper- 
warm in die Jugularis 
gs 30 Min. 18,22 | 99,60] — | Blutentnahme, hellrot 
o* me iss _ — | 40,2 | abgebunden 
x | 60, a pee 2 
10?° — a — | 37,5 |auf Warmekissen aufge- 
bunden 
1015 90 Min. 18,30 | 100,0] — | Blutentnahme, hellrot 
10*° — — — | 88,2 —_ 
1045 2 Std. 18,39 | 100,6] — | Blutentnahme, hellrot 
10° — — — | 89,1 | abgebunden 
19* - _- — | 38,9 | Katze véllig normal, springt 
im Kafig herum 
i” — ae — | 87,6 | aufgebunden ohne WAarme- 
kissen 
1145 3 Std. 18,16 99,4] — | Blutentnahme, hellrot 
12% Std.30Min.} 18,25 }| 99,88] 36,0 | Blutentnahme, hellrot; ab- 
gebunden 
12*° — -- — | 36,2 eins 


900 
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; At- Rek- 
Stunden-} Zeit nach der} mungs-|°/> der} tal- niall 
zeit Injektion kap. | Norm | temp. emerkungen 
in °/ in °C, 
3° a — -= 38,4 | aufgebunden 
335 1{6Std.30Min.}| 18,36 | 100,55] — | Blutentnahme, hellrot; ab- 
bunden 
515 — — — | 388 — 

















Die Atmungskapazitat bleibt 6'/, Stunden lang unbeeinflufit, 
die Kérpertemperatur wird deutlich herabgesetzt. 


b) An der Atmungsfahigkeit roter Ginseblutkérperchen. 


Versuch XXIII. 23. 7. 20. 


Aus defibriniertem Ginseblut werden folgende Mischungen hergestellt: 
1. 1 Teil Blut + 1 Teil 0,9°/,ige Na Cl-Lésung, 
2, 1 Teil Blut + 1 Teil 0,2°/,ige Acetyl-p-toluidin in 0,9°/, iger 
NaCl-Lésung. 











Zeit nach Verhiltnis der Atmungsfihigkeit 
Versuchsbeginn von Mischung 2: 1 in °, 
1 Std. 101,0 
: = 101,3 
_s 101,1 
3 Std. 30 Min. 100,8 
- » es 100,9 
. ~« =e a 100,2 





Versuch XXIII. 6. 8. 20. 


Aus defibriniertem Ginseblut werden folgende Mischungen hergestellt: 
1. 1 Teil Blut + 2 Teile 0,9°/,ige NaCl-Lésung, 
2.1 Teil Blut + 2 Teile 0,2°/,iges Acetyl-p-toluidin in 0,9°/,iger 
Na Cl-Lésung. 











Zeit nach Verhaltnis der Atmungsfihigkeit 
Versuchsbeginn von Mischung 2:1 in °/, 
1 Std. 102,5 
on 100,1 
3, 30 Min. 100,75 
.. 100,0 
a 100,3 
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Das Acetyl-p-toluidin ruft also keine Methimoglobinbildung 
hervor. 


4. Versuche mit Acetyl-m-toluidin. 


A\y ee 
| *Scocn, 
= (C,H,,ON = 149,10. Sm. 66° unkorr. 
See 
CH, 


(Priparat von Prof. Skita, Freiburg.) 


1 Teil Substanz lést sich in 123 Teilen kalten Wassers 
mit neutraler Reaktion. 


a) In vivo. 
Versuch XXXVIII. 11. 8. 20. 
Katze, jung, dunkler Tiger, <j’, 1350 g. 8 h- auf Warmekissen auf- 


gebunden, im Atherrausch in Carotis und Jugularis Kaniilen eingefihrt. 
Blutproben aus der Carotis jeweils mit einem Kérnchen Hirudin versetzt, 


























Stunden-| Zeit nach | mungs- ‘le | Rek 
; jaa! der tal- Bemerkungen 
zeit |derInjektion| Kap. 
in °/, | Norm|Temp. 
815 —- —_ — | 87,6 —- 
ad 5 Min. 19,69 |100,0 | — | Blutentnahme, hellrot 
anaes: a — — — {20,3 ccm 0,2°/,iges Acetyl- 
p-m-toluidin in 0,9 °/, ige 
NaCl-Lésung in die Jugu- 
laris (kérperwarm) 
845 5 Min. os — | 38,6 ~~ 
920 30 , 19,51 99,1 — |Blutentnahme, hellrot; ab- 
gebunden 
10°° _ — — | 87,5 | aufgebunden ohne Wiarme- 
kissen 
10?° 1Std.30Min.}| 19,66 | 99,9 | — | Blutentnahme, hellrot 
10*° 2 Std. 19,383 | 98,1 | — |Blutentnahme, hellrot; ab- 
gebunden 
1045 — _ — | 35,8 — 
a —- — — | 86,1 | aufgebunden ohne Warme- 
kissen 
114° 3 Std. 19,21 97,6 | — | Blutentnahme, hellrot 
144 ~ —_ — | 35,4 — 
127° 3Std.30Min.}| 19,70 | 100,0 — |Blutentnahme, hellrot; ab- 
gebunden 
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Es wird also kein Methimoglobin gebildet; die Kérper- 
temperatur wird deutlich herabgesetzt. 


b) An der Atmungsfiahigkeit roter Ganseblutkirperchen. 
Versuch XXIlla. 23. 7. 20. 
Aus defibriniertem Ginseblut werden folgende Mischungen hergestellt: 
1. 1 Teil Blut + 1 Teil 0,9°/,ige NaCl-Lésung, 
2. 1 Teil Blut + 1 Teil 0,2°/,iges Acetyl-m-toluidin in 0,9°/, iger 
NaCl-Lésung. 











Zeit nach Verhdltnis der Atmungsfahigkeit 

Versuchsbeginn von Mischung 2:1 in °%/, 

1 Std. 99,28 

_ a 99,1 

, 100,9 
3 Std. 30 Min. 100,5 
4. 100,1 

7 Std. 99,8 





Versuch XXXIIla. 6. 8. 20. 
Aus defibriniertem Ginseblut werden folgende Mischungen hergestellt: 
1. 1 Teil Blut + 2 Teile 0,9°/,ige NaCl-Lésung, 
2. 1 Teil Blut + 2 Teile 0,2°/,iges Acetyl-m-toluidin in 0,9°/,iger 
NaCl-Lésung. 














Zeit nach Verhaltnis der Atmungsfihigkeit 
Versuchsbeginn von Mischung 2:1 in °/, 
1 Std. 103,4 
a 99,9 
3 Std. 30 Min. 100,0 
6 Std. 99,8 
oe 100,3 





Methamoglobinbildung durch Acetyl-m-toluidin ist in keinem 


Falle nachzuweisen. 


5, Versuche mit Acetyl-o-toluidin. 


ysl 
A\ x’ 


| | \cocs, = (©, H,, ON = 149,11. Sm. 112° unkorr. 


\/olt 


(Praiparat von Prof. Skita, Freiburg.) 
1 Teil Substanz lést sich in 210 Teilen kalten Wassers 


mit neutraler Reaktion. 





Fe Rte ek 
CRE FE OT ee 
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a) In vivo. 
Versuch XXXVI. 9. 8. 20. 


Katze, gelb, <j, 2150 g, 8° h- auf Warmekissen aufgebunden, in 
Carotis und Jugularis im Atherrausch Kaniilen eingelegt. Blutproben 
aus der Carotis jeweils mit einem Kérnchen Hirudin versetzt. 

































































39° 
20 
———n 
_ = aa 38 
15% 
a ie 
4 A Tl 
yom As. 
‘ / ; \ a ba) 
§ , $ ‘K ee *s — \ 36° 
5g bd G. om al be on" 
zy c' x 
‘y age 
0% 
+ oo yrA 5% CA Fa = &§A + ata 
Atmungskapazitit. - - - - Rektaltemperatur. Abszisse: Zeit in Stunden. 
Ordinate: O,-Bindungsvermégen pro cem Blut in °/), bzw. °C. 
Stund i hd At o/,d Bek 
tunden- | Zeit nach der |mungs-]°/, der] tal- 
zeit Injektion | kap. | Norm| temp. Docecscnngyen 
in °/, in °C, 
gs _— _- a 38,9 — 
i — 20,03 | 100,0 — | Blutentnahme, hellrot 
ils -- oo -- — |32,5 com. 0,2°/, Abetyl-o- 
toluidin in 0,9°/, NaCl- 
Lésung in die Jugularis 
S* — —- — 37,3 — 
g*s 30 Min. 18,78 | 93,76 | — | Blutentnahme, leicht braun 
= — — _ 36,4 | abgebunden 
95° — — _ — |Katze munter, regelrecht 
10% — a - 35,5 |auf Wéirmekissen aufge- 
bunden 
1075 90 Min. 15,40 | 76,96 | — | Blutentnahme, leicht braun 
1055 2 Std. 12,75 | 63,66 | 37,1 | Blutentnahme, braun 
115 2 Std. 30 Min. | 12,95 | 64,50 | 36,3 | Blutentnahme, braun 
1155 3 Std. 14,70 | 73,54] — | Blutentnahme, braun 
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sereemarnaurens 
— 











At- Rekt- 
Stunden- | Zeit nach der |mungs-|°/, der} tal- R k 

Zeit Injektion | kap. | Norm| temp. ee 

in °/o in °C, 

12* 3 Std.30 Min. |] 15,50 | 77,45 | 35,4 | Blutentnahme, braun, ab- 
gebunden 

900 — — 36,2 — 

3% _ — a 35,5 | aufgebunden 

325 6 Std.30 Min | 18,26] 91,15 | — | Blutentnahme, leicht braun, 
abgebunden, trinkt und 
fribt 

4” -- — — 36,2 — 

555 9 Std. 19,87 | 99,20] — | aufgebunden,Blutentnahme, 
Farbe fast normal, abge- 
bunden 

6* — = — 34,8 -— 

9° — — | — | 353 — 

10. 8. 20. 
g* — — -- 38,2 | Tier véllig erholt 

















Die Einfiihrung von Acetyl-o-toluidin ruft also eine Met- 
himoglobinbildung hervor. Das Maximum, etwa ein Drittel des 
Blutfarbstoffes, wird nach 2—2'/, Stunden, das Ende nach 
9 Stunden erreicht. Daneben wird die Kérpertemperatur nach- 
haltig fiir viele Stunden herabgesetzt. 


b) An der Atmungsfihigkeit roter Ginseblutkérperchen. 
Versuch XXIV. 26. 7, 20. 


Aus defibriniertem Géanseblut werden folgende Mischungen her- 
gestellt: 
1, 1 Teil Blut + 1 Teil 0,9°/,ige NaCl-Lésung, 
2. 1 Teil Blut + 1 Teil 0,2°/,iges Acetyl-o-toluidin in 0,9°/,iger 
NaCl-Lésung. 





Zeit nach Ver- | Verhiltnis der Atmungsfihigkeit 
suchsbeginn | von Mischung 2: Mischung 1 in °/, 








1 Std. 89,8 
. 20,0 
2 ., 30 Min. 81,3 
‘, = 70,8 
4,45 , 69,0 
... 2. 67,5 
_ 64,6 











4 
eek 
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Versuch XXV, 27. 7. 20. 
Dieselbe Anordnung wie in Versuch XXIV. 








Zeit nach Ver- 


Verhialtnis der Atmungsfahigkeit 





suchsbeginn | von Mischung 2: Mischung 1 in°/, 
1 Std. 70,0 
a 65,1 
i ia 64,9 
Se: 66,6 
6 , 15 Min, 69,3 
, 67,2 
es 66,4 


Auch hier findet Methimoglobinbildung statt. Etwa ein 





Dritteil des Blutfarbstoffes wird umgewandelt. 


6. Versuche mit nicht methyliertem Anilin und 


den Toluidinen. 


Wegen der aufierordentlich starken Allgemeingiftigkeit 
wurde von Versuchen in vivo abgesehen, und nur die Wirkung 
der Kérper auf den Blutfarbstoff an der Atmungsfihigkeit der 


Ginseblutkérperchen verfolgt. 


Versuch XXIX. 31. 7. 20. 


Aus defibriniertem Ginseblut werden folgende Mischungen her- 


gestellt: 


1. 1 Teil Blut + 1 Teil 0,9°/,ige NaCl-Lisung, 


3. 1 Teil Blut + 1 Teil 0,5°/,iges Anilin in 0,9°/,iger Na Cl-Lisung, 
3. 1 Teil Blut + 1 Teil 0,5°/,ige p-Toluidin in 0,9°/,iger NaCl- 


Lésung. 











Verhiltnis der 





Zeit nach Ver- Atmungsfahigkeit 

suchsbeginn von Mischung | von Mischung 
2:1 in %, 3:1 in %/, 

1 Std. 97,0 76,6 

2 94,1 70,1 

3» 95,5 66,0 

5 , 45 Min. 89,6 52,1 

: * 91,5 50,5 
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Versuch XXXI. 4, 8, 20, 


Aus defibriniertem Ganseblut werden folgende Mischungen her- 
gestellt: 


1, 1 Teil Blut + 1 Teil 0,9°/,ige NaCl-Lésung, 

2, 1 Teil Blut + 1 Teil 1,0°/,iges Anilin in 0,9°/,iger NaCl-Lésung, 

3. 1 Teil Blut + 1 Teil 0,1°/,iges p-Toluidin in 0,9°/,iger NaCl- 
Lésung. 











or Verhialtnis der Atmungsfihigkeit 
suchsbeginn von Mischung | von Mischung 
2:1 in %, 3:1 in %, 
1 Std. 69,4 70,5 
2 » 63,7 75,4 
3, 380 Min. 53,0 | 62,3 
. ». BE « 39,9 69,8 
8g 39,2 70,2 








Versuch XXVIII. 30. 7. 20. 


Aus defibriniertem Ginseblut werden folgende Mischungen _her- 
gestellt: 


1, 1 Teil Blut + 1 Teil 0,9°/,iger NaCl-Lésung, 
2, 1 Teil Blut + 1 Teil 0,5°/,iges m-Toluidin in 0,9°/,iger NaCl- 








Lésung, 
3. 1 Teil Blut + 1 Teil 0,5°/,iges o-Toluidin in 0,9°/,iger NaCl- 
Lésung. 
itl aceite this Verhiltnis der Atmungsfahigkeit 
suchsbeginn von Mischung | von Mischung 
2:1in% | 3:1 in %, 
1 Std. 55,4 83,2 
50,6 79,5 
3 47,0 77,1 
5 , 45 Min. 36,9 67,4 
, 37,0 66,5 
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Versuch XXX. 3. 8. 20. 


Aus defibriniertem Ginseblut werden folgende Mischungen her- 
gestellt: 

1, 1 Teil Blut + 1 Teil 0,9°/,iger NaCl-Lésung, 

2. 1 Teil Blut + 1 Teil 0,1°/,iges m-Toluidin in 0,9°/,iger NaCl- 








Lésung, 
3. 1 Teil Blut + 1 Teil 0,1°/,iges o-Toluidin in 0,9°/,iger NaCl- 
Lésung. 
eek ny Verhiltnis der Atmungsfahigkeit 
suchsbeginn von Mischung | von Mischung 
2:1 in %, 3:1 in °%, 
1 Std. 76,3 89,1 
2 4 78,7 89,9 
es 82,0 86,9 
a 74,0 84,8 
6 , 30 Min. 63,7 76,4 
S i» Se xs 58,7 72,4 








Anilin und die drei Toluidine sind also simtlich Met- 
hamoglobinbildner. Aus der quantitativen Beobachtung ihrer 
Blutgiftigkeit ergibt sich die Tatsache, dafi ihre Giftigkeit 
verschieden grof} ist. m-Toluidin ist am giftigsten, dann folgt 
die Paraverbindung, die Orthoverbindung und endlich das 
Anilin selbst. Der Grad der Blutverinderung ist im Gegen- 
satz zum Acetanilid abhingig von der wirksamen Konzen- 
tration, doch scheinen sich auch hier Gleichgewichte nach 
lingerer Zeit einzustellen; von einer weiteren Verfolgung wurde 
abgesehen, weil diese Kérper nur mittelbar im Zusammenhang 
mit den Aufgaben der Arbeit stehen. Sicher ist aber, daf 
die erreichten Maxima der in Methimoglobin umgewandelten 
Blutfarbstoffmenge fiir jeden der vier Kérper verschieden ist 
und von dem fiir das Acetanilid gefundenen Wert abweicht. 


IV. Zusammenfassung und Ergebnisse. 


Betrachten wir nun die geschilderten Versuche, so er- 
gibt sich, daf} das Acetanilid, wenn es mit Blut in dem Tier- 
kérper oder im Reagenzglas zusammenkommt, einen Teil des 
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Blutfarbstoffes in Methimoglobin umwandelt. Die Umwand- 
lung geht nicht sofort vor sich, wie bei einer Anzahl anderer 
Methaémoglobinbildner, sondern bedarf einer gewissen Zeit, die 
am gréfiten ist bei dem nicht atmenden Katzenblut in vitro. 
In vivo und bei dem stark atmenden Blut der Gans zeigt 
sich das Methaimoglobin schon nach verhiltnismifig viel 
kiirzerer Zeit. Weiterhin ist der erreichbare Grad des gebil- 
deten Methiimoglobins im hohen Grade unabhingig von der 
Menge und der Konzentration des zugefiihrten Acetanilids. 
Diese beiden Umstiinde legen die Vermutung nahe, dafi das 
Acetanilid nicht unmittelbar auf den Blutfarbstoff einwirkt, 
sondern dali, wie Heubner’) dies fiir die Amidophenole und 
das Anilin gefordert und Lipschitz?) es fiir das Dinitro- 
phenol nachgewiesen hat, auch hier erst ein Umwandlungs- 
produkt des Acetanilids als eigentlicher Methimoglobinbildner 
anzusprechen sei. Der Umstand, daf} schon geringe Mengen 
Acetanilid (0,01 g bei einem Tier von 2 kg in Versuch VII) 
ein Drittel des Blutfarbstoffes in Methimoglobin umwandeln 
kénnen, spricht dafiir, daf} ihnlich, wie es Heubner angenom- 
men hat, ein Molekiil des Methimoglobinbildners mit einer 
gréHeren Anzahl von Himoglobinmolekiilen in Reaktion tritt, 
also im gewissen Sinne katalytisch wirkt. Der Umstand, daf} 
bei allen Versuchen mit Acetanilid, ebenso auch mit dem 
Acetyl-o-methylanilin die gleiche prozentuale Menge Methimo- 
globin gebildet wird, setzt ein Gleichgewicht zwischen Blut- 
farbstoff, Acetanilid, methaimoglobinbildendem Umwandlungs- 
produkt und Stoffwechselendprodukt voraus. Auch bei dem 
dem Acetanilid nahestehenden Phenacetin liegen die Verhalt- 
nisse fhnlich. Aus Versuchen von Piccinini®) iiber die 
Blutgase beim Hunde nach Phenacetindarreichung per os lift 
sich errechnen (Versuche V—VIII), dafi der freie Blutsauer- 
stoff unabhiingig von der zugefiihrten Menge Phenacetin (0,1 
bis 0,48 g pro kg) gleichmafig um etwa ein Drittel herab- 


5) Archiv intern. de Pharmacodyn. Bd. 22, S. 27 (1912). 
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Blut in vitro ebenso wie im Kérper. Daf auch im Reagenz- 
glas Restitutionsvorginge des Blutfarbstoffes sich abspielen, 
hat schon Dreser’) gezeigt. 


An welches Zwischenprodukt des Acetanilids hat 
man nun bei der Methimoglobinbildung zu denken? 
Betrachten wir die Methylsubstitutionsprodukte des Acetani- 
lids, so bildet nur das Acetyl-o-toluidin Methimoglobin, und 
zwar im selben Grade wie das Acetanilid selbst, das am Stick- 
stoff methylierte Acetanilid sowie die Meta- und Paraver- 
bindung sind fiir den Blutfarbstoff ungiftig. Bei der Annahme 
Heubners?), daf} das Zwischenprodukt ein Chinonimin sei, 
hatte das Acetyl-p-toluidin ebenso wie das Acetyl-o-toluidin 
blutgiftig sein miissen, da bei beiden eine Chinoniminbildung 
méglich ist. Weiterhin ist an die bimolekulare Oxydations- 
form der Aniline, an die Azoverbindungen, zu denken. Dagegen 
spricht der Umstand, daf die acetylierten Methimoglobinbildner, 
Acetanilid, Acetyl-o-toluidin und Phenacetin untereinander 
gleich, aber verschieden von dem nicht acetylierten Anilin 
und seinen Homologen auf den Blutfarbstoff wirken, daf} aber 
die Bildung von Azobenzol die vorherige Abspaltung der 
Acetylgruppe voraussetzt, die auch nach den Untersuchungen 
von Jaffe und Hilbert*) wenigstens fiir den Fleischfresser 
als ausgeschlossen angesehen werden muf}. 


Es bleibt also noch die Méglichkeit, dafi das gesuchte 
Zwischenprodukt durch Oxydation des Stickstoffwasserstoffs 
unter Bildung eines Hydroxylamins entsteht. Hierfiir spricht, 
daf} das an Stickstoff methylierte Acetanilid kein Methimo- 
globin bildet, da bei ihm alle Stickstoffwasserstoffatome durch 
andere Radikale ersetzt sind. Dagegen sprach zuniichst die 
Ungiftigkeit des p- und m-Acetyltoluidins im Gegensatz zum 
Acetanilid und zum Acetyl-o-toluidin. Nun weif} man aber 
aus der Arbeit von Jaffe und Hilbert‘), da die Para- und 


—————— 


1) a. a. O. 
*) Diese Zeitschr. Bd. 12, 8. 295 (1888). 
5) a. a. O. 
*) aa 0. 
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Metaverbindung im Tierkérper zu den entsprechenden Acetyl- 
aminobenzoesiuren oxydiert werden, wihrend aus dem Acetani- 
lid und dem Acetyl-o-toluidin beim Fleischfresser Oxycarbanil 
bzw. Methyloxycarbanil entstehen. Diese setzen die intermediire 
Bildung von Acetylamidophenol voraus; letzteres kénnte aber 
wohl aus der Umlagerung des bei der Oxydation zuniichst 
gebildeten Acetylphenylhydroxylamin oder neben ihm entstanden 
sein. Die Umlagerung wire also folgendermafien zu denken: 


Acetanilid Acetylphenylhydroxylamin Acetylamidophenol 
H 
N 
H OH / COCH; 
C,H, — N -» G1,—5 mak” a 
COCH, COCH, wie. 
OH 
Oxycarbanil 
H 
N 
sis / ‘ \ 
C,H, C=@ 
~ 
ie a 
O 


Das dabei gebildete Acetylphenylhydroxylamin kénnte dann 
zu einem Teil mit dem Blutfarbstoff in Reaktion treten und 
unter Riickreduktion zum Acetanilid das Hamoglobin in Met- 
hamoglobin verwandeln. 

Um diese Frage restlos zu klaéren, war es notwendig, 
das geforderte Zwischenprodukt auch zu fassen. 
Diese Méglichkeit schien im Hinblick auf die grofe Unbestiin- 
digkeit der Hydroxylamine und auf den Umstand, dafi nach 
den gemachten Ausfiihrungen immer nur sehr spirliche Mengen 
der Substanz im Blute gleichzeitig vorhanden sein kénnen, 
gering. Dennoch gelang es, Acetylphenylhydroxylamin 
aus dem Blut mit Acetanilid vergifteter Tiere dar- 
zustellen und dasselbe als einen unmittelbaren und 
schon in sehr kleinen Mengen wirksamen Methimo- 
globinbildner zu erweisen. 

Es wurden eine Anzahl Katzen mit méglichst grofien 





Leg ge ne ea eee 
eo ee ease Bee ie eee 














122 Philipp Ellinger, 


Mengen Acetanilid vergiftet. Auf dem Héhepunkt der Met- 
hamoglobinbildung, 2—2'/, Stunden nach Einfiihrung des Giftes 
in die Vene, wurden sie verblutet. Das Blut wurde mit Schwefel- 
siure schwach angesiuert — aus einer alkalisch gemachten 
Fraktion konnte bei gleicher Behandlung keine wirksame Sub- 
stanz gewonnen werden — und mit Ather so lange im Schiittel- 
trichter geschiittelt, bis Proben des Athers, ohne Riickstand 
zu hinterlassen, verdunsteten. Die atherische Lésung wurde 
an der Luft eingedunstet, bis ein schmieriges, braunes 01 als 
Riickstand hinterblieb, das dann mehrere Stunden mit lau- 
warmem Wasser digeriert wurde. Fast das ganze Ol ging 
in Lésung; das Wasser wurde unter vermindertem Druck bei 
Zimmertemperatur abgedunstet. Der verbleibende schmierig- 
blige Riickstand reduzierte Fehlingsche Lésung in der Kalte 
und erzeugte in Katzenblut in vitro sofort Methimoglobin. 
Beide Eigenschaften gingen bei dem Erhitzen auf dem Wasser- 
bade nicht verloren. Zur Reinigung wurde daher die in 
Wasser geliste Substanz mit Tierkohle aufgekocht und das 
Filtrat auf dem Wasserbade eingedampft. Es verblieb eine 
weifiliche, dlige, nicht einheitliche Substanz, die zum gréften 
Teil in kaltem Alkohol leicht léslich war. Der Riickstand, 
der in kaltem Alkohol fast unléslich war und beim Verreiben 
mit diesem kleine Kristalle zeigte, wurde mit wenig kochendem 
Wasser aufgenommen. Beim Erkalten kristallisierte die Sub- 
stanz in seidenglinzenden, breiten Nadeln aus. Im ganzen 
wurden 1,8 mg des reinen Kérpers aus dem Blut von vier 
mit insgesamt 2,2 g Acetanilid vergifteten Katzen gewonnen. 
Kine Spur der Substanz erzeugte mit Katzenblut 
zusammengebracht sofort hochgradige Methimo- 
globinbildung in vitro. Mit dem nicht vdllig gereinigten 
Kérper vor Abtrennung der in kaltem Alkohol léslichen Ver- 
unreinigung wurde folgender Versuch angestellt. 


Versuch XXXX. 13. 8. 20. 


Katze, Tiger 9, 1360 g. Eine kleine Menge des Extraktivstoffes, 
insgesamt 1,2 mg mit Verunreinigung, wovon hiéchstens '/, auf den reinen 
Kérper entfallen, werden in 24 cem Ringer gelést (Lisung reagiert neu- 
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tral). 8'%h. Katze auf Warmekissen aufgebunden, in Carotis und Jugu- 
laris werden im Atherrausch Kaniilen eingelegt. Blutproben aus der 
Carotis jeweils mit einem Kérnchen Hirudin versetzt. 
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Atmungskapazitit. ----- Rektaltemperatur. 
Abszisse: Zeit nach der ersten Injektion in Minuten. 
Ordinate: O,-Bindungsvermégen pro ccm Blut in %, 
bzw. ° C, 











iY oe Rek- 
Stunden-| Zeit nach mungs- Ki tal. 
seit der Injektion} jap, der Temp. Bemerkungen 
Minuten in °/, Norm | jn °C. 
820 _ ~~ 37,8 — 
825 — 16,18 |100,0 | — | Blutentnahme, hellrot 
86 0 — — — |4ccm Lésung des Extrak- 
tivstoffs in Ringer in die 
Jugularis (kérperwarm) 
848 — a 37,4 _ 
85 10 14,74 | 91,11] — | Blutentnahme, leicht braun- 
lich 
20 12,35 | 76,38; — | Blutentnahme, briunlich 
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Stunden-| Zeit nach wi “/o roc 
. mungs- al- 
zeit |der Injektion ap. der | temp. Senge 
Minuten | in ‘/, | Norm|in °C. 
910 35 15,91 | 98,31] 37,2 ee leicht braun- 
ic 
9% 55 16,27 | 100,55] — | Blutentnahme, hellrot 
9* _ oo — 36,4 | Warmekissen abgekiihlt, 
neugefiillt 
o« 0 — a — |20 ccm Lésung des Extrak- 
tivstoffs in Ringer in die 
Jugularis 
aed — — — 37,1 — 
gs 10 11,20 | 69,20) — gaa leicht braéun- 
ic 
10% 20 8,50 | 52,52] — | Blutentnahme, braun 
10% — “= — 37,5 aa 
10% 30 7,87 | 48,644 — |Blutentnahme, braun 
10% 40 12,44 | 78,67] — | Blutentnahme, braun 
105 50 15,88 | 97,79] — | Blutentnahme, braunlich 
10*° — oom — 37,6 — 
10 60 15,91 | 98,33] — | Blutentnahme, hellrot 
11% — —_ _ 37,6 —- 

















Die gefundene Substanz ruft also in sehr kleiner Dosis 
in vivo Methamoglobinbildung hervor, die unmittelbar nach 
der Einfiihrung eintritt und schon nach kurzer Zeit abge- 
klungen ist. Das Maximum der gebildeten Methimoglobin- 
menge ist abhingig von der Quantitit der zugefiihrten Sub- 
stanz und stimmt nicht mit der prozentualen Menge Methimo- 
globin iiberein, die bei EKinfiihrung von Acetanilid gebildet 
wird. Die Temperatur wird wenigstens durch diese kleinen 
Dosen nicht nennenswert beeinfluBt. 

Chemisch zeigt der gefundene Stoff folgende Eigenschaften. 
Er reduziert Fehlingsche Lésung in der Kalte. Mit Hisen- 
chlorid bildet er in konzentrierter Lésung rotviolette Flocken, 
die sich beim Verdiinnen mit Wasser in gleicher Farbe lésen. 
Die wirige Lésung reagiert gegen Lackmus sauer; in Ringer- 
scher Fliissigkeit list sich die Substanz mit neutraler Reaktion. 
Der Schmelzpunkt des mehrfach aus Wasser umkristallisierten 
Korpers betrigt 65,5° unkorr. Eine Elementaranalyse konnte 
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wegen der geringen zur Verfiigung stehenden Menge nicht 
ausgefiihrt werden. Der Kérper enthalt Stickstoff (Lassaigne 
positiv) und verbrennt restlos auf dem Platinspatel. 

In seinen Eigenschaften stimmt die Substanz iiberein mit 
dem von Bamberger und Destraz’) durch die Einwirkung 
von Essigsiure auf Methylendiphenylhydroxylamin dargestellten 
Acetylphenylhydroxylamin. Dieses gibt die geschilderten Re- 
aktionen und hat einen Schmelzpunkt von 67—67,5° Die 
gefundene Abweichung von 11/,° ist wohl durch die Schwierig- 
keit der Reinigung des Kérpers bei so geringer Menge zu 
erkliren. Man darf das gefundene Zwischenprodukt 
vorbehaltlich der tibereinstimmenden Elementarana- 
lyse als Acetylphenylhydroxylamin ansprechen. Aus 
unbehandeltem Blut, das in der gleichen Weise extrahiert 
wurde, konnte eine entsprechende Substanz nicht gewonnen 
werden. 

Die Methimoglobinbildung durch Acetanilid 
scheint also darauf zu beruhen, dai es bei der 
Bertthrung mit tierischem Gewebe in Acetylphenyl- 
hydroxylamin umgewandelt wird, das wie alle Hy- 
droxylamine ein unmittelbarer, starker Methaimo- 
globinbildner sein muff. Den gleichen Prozefi} darf man 
wohl auch fiir das Acetyl-o-toluidin und das Phenacetin als 
vorliegend ansehen. Ob auch fiir Anilin und andere nicht 
acetylierte Anilinderivate eine intermediire Hydroxylamin- 
bildung anzunehmen ist, lait sich ohne Isolierung dieses Stoff- 
wechselprodukts nicht voraussagen, und diese Isolierung stéft 
z.B. bei dem nach der Anwendung von Anilin zu erwartenden 
Phenylhydroxylamin wegen der erheblich gréferen Unbestin- 
digkeit auf auBerordentliche Schwierigkeiten. Nach dem ganz 
verschiedenen Verhalten so nahe stehender chemischer Ver- 
wandter wie der drei Acetyltoluidine im Tierkérper wird 
man sich jedenfalls vor Analogieschliissen hiiten miissen, die 
nicht experimentell belegt sind. 


1) Berichte d. deutsch. Chem. Gesellsch. Bd. 35, S. 1883 (1902). 









































Uber Alkoholgirung. 
Von 


S. Kostytschew. 


Vill. Mitteilung. 


Der Einfluss von Chlorzink auf die alkoholische Garung 
lebender und getéteter Hefe. 
Von 
S. Kostytschew und L. Frey. 


(Aus dem pflanzenphysiologischen Laboratorium der Universitat St. Petersburg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 28, August 1920.) 





In friiher publizierten Mitteilungen iiber Alkoholgirung’) 
wurde die eigentiimliche Wirkung hervorgehoben, die Chlor- 
zink auf die Zuckervergirung durch Hefanol und Trockenhefe 
ausiibt. Hierbei sind zwei Punkte besonders auffallend: erstens 
das Auftreten von Acetaldehyd unter den Girungsprodukten, 
zweitens die Ungleichheit zwischen den Mengen des vergorenen 
Zuckers und der entstandenen Girungsprodukte; es scheint, 
dafj ein bedeutender Teil des Zuckers in unbekannte Stoffe 
tibergeht. Die noch nicht verdffentlichten Versuche zeigen 
auferdem, daf} Chlorzink auf die Bildung der sogenannten 
Hexosephosphorsiure ebenfalls einen grofien Einflu hat. 

In der vorliegenden Mitteilung sind neuere Versuche be- 
schrieben, in denen genaue Bestimmungen des Acetaldehyds 
nach der von einem von uns ausgearbeiteten und verscharften 
Methode*) ausgefiihrt sind. Auferdem haben wir mit aller 
méglichen Sorgfalt wiederum parallele Versuche in Gegenwart 
und bei Abwesenheit von Zucker angestellt und das Verhiiltnis 


1) S. Kostytschew, Diese Zeitschr. Bd. 79, S. 130 (1912); Bd. 88, 
S. 93 (1918); Bd. 85, S. 493 (1918); Chem. Ber. Bd. 45, S. 1289. 
*) S. Kostytschew, Biochem. Zeitschr. Bd. 64, S. 237 (1914). 
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zwischen den gesamten Girungsprodukten und dem vergorenen 
Zucker ermittelt. SchlieSlich haben wir noch das Verhalten 
der lebenden PreBhefe in Gegenwart von Chlorzink studiert. 

Die Zuckerbestimmungen wurden teils nach der Methode 
von Lehmann’), teils nach derjenigen von G. Bertrand?) 
ausgefiihrt. In einigen Versuchen wurden zuerst Aminosiuren 
nach dem Verfahren von Neuberg und Kerb®*) abgeschieden, 
wodurch aber die Resultate der Zuckerbestimmungen nicht 
verandert waren. | 

Die Garkélbchen wurden mit Meiflschem GarverschluB ‘*) 
versetzt und die CO,-Bestimmungen durch direkte Wagung 
ausgefiihrt. Den Alkohol haben wir im Destillate nach 
Nicloux®), den Acetaldehyd nach Ripper’) bestimmt. Als 
Antiseptikum verwendeten wir immer Toluol. 

Die Resultate einiger Versuche sind in Tabelle 1 zusammen- 
gestellt. Es ist ersichtlich, dafi in Gegenwart von Chlorzink 
die Menge des vergorenen Zuckers immer bedeutend griéfer 
ist, als die Menge der Girungsprodukte, Acetaldehyd ein- 
geschlossen. Die Bearbeitung der Lésung mit 1°/,iger 
Salzsiure wihrend einer Stunde bei Siedehitze hatte 
keine Zunahme der CuO reduzierenden Stoffe zur 
Folge’). Selbst ein dauerndes Kochen mit 5°/,iger Salzsiure 
bewirkte nichts anderes, als nur einen unbedeutenden Zucker- 
verlust. Es sind also bei unseren Versuchsverhiltnissen gar 
keine mit verdiinnter Salzsiure hydrolysierbaren Polysaccharide 
in der Lésung vorhanden. Zwei Versuche wurden unter kon- 
stanter Luftdurchleitung ausgefiihrt; in diesen Versuchen war 
die Differenz zwischen vergorenem Zucker und Summe der 


1) F, Lehmann, Uber maBanalytische Methoden zur Bestimmung 
von Zuckerarten, Habilitationsschrift, Marburg (1908). 

*) G. Bertrand, Bull. soc. chim. Bd. 35, S. 1285 (1906). 

3) C. Neuberg und J. Kerb, Biochem. Zeitschr. Bd. 40, S. 498 (1912). 

*) ,Zymasegirung“, 8. 80 (1903). 

5) M. Nicloux, Bull. de la soc. chim. Bd. 35, 8. 330 (1906), 

*) M. Ripper, Monatsh. f. Chemie Bd. 21, S. 1079; O. v. Fiirth 
und D. Charnass, Biochem. Zeitschr. Bd. 26, S. 199 (1910). 

7) Dasselbe Ergebnis wurde bereits friiher von S. Kostytschew 
und A. Scheloumow erhalten, aber in ihrer Mitteilung nicht erwahnt. 
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Garungsprodukte ganz besonders auffallend. Simtliche Ver- 
suche haben die bereits friiher wahrgenommene Tatsache end- 
giiltig festgestellt: in Gegenwart von Chlorzink wird ein 
bedeutender Teil (etwa 50°/,) des verschwundenen 
Zuckers in den Gaérungsprodukten nicht wieder- 
gefunden. 

Unsere Versuche beweisen aufierdem ganz bestimmt, dab 
Acetaldehyd nur in Gegenwart von Zucker entsteht. Wir 
haben zahlreiche Versuche auch bei 37° ausgefiihrt; die Ver- 
suchsgefiifje waren luftdicht verschlossen. Keinmal war eine 
Bildung von Acetaldehyd aus Nichtzuckerstoffen zu verzeichnen. 
Ks ist nicht leicht, die Divergenz unserer Resultate mit den- 
jenigen von Neuberg und Kerb’) in befriedigender Weise 
zu erkliiren. Da beiderseits zahlreiche, mit aller Sorgfalt 
ausgefiihrte Versuche vorliegen, so sind experimentelle Fehler 
wohl ausgeschlossen. Méglicherweise ist das Verhalten ver- 
schiedener Heferassen ein ganz ungleiches; bei anderweitigen 
Gelegenheiten haben wir mehrmals beobachtet, daf} verschiedene 
Heferassen ganz enorme biochemische Unterschiede aufweisen. 

Bei Abwesenheit von Chlorzink hat die von uns ver- 
wendete Trockenhefe selbst nach Vergirung von 20 g Zucker 
nicht die geringste Spur von Acetaldehyd erzeugt. 

Auch Versuche mit Hefanol ergaben grofie Differenzen 
zwischen den Mengen des vergorenen Zuckers und der gebil- 
deten Girungsprodukte, wie es z. B. aus folgendem Versuche 
zu ersehen ist. 

20 g Hefanol, 18,25 g Traubenzucker, 100 ccm Wasser 
und 0,4 g Chlorzink wurden 4 Tage in aller Ruhe belassen. 


CO, = 0,24 g; Alkohol = 0,31 g; Acetaldehyd = 22 mg. 





Zucker vergoren ..... 1,407¢g 
Summe der Garungsprodukte . 0,565 g 
Differenz . . 0,842 g. 


Es wurden also rund 60°/, des verschwundenen Zuckers 
in unbekannte Produkte verwandelt. Die gleichzeitig bei 


1) ©. Neuberg und J. Kerb, Biochem. Zeitschr. Bd. 58, S, 158 
(1913); Bd. 64, S. 251 (1914). 
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Abwesenheit von Zucker belassene Portion hat nur eine Spur 
von Acetaldehyd geliefert. 


In Tab. 2 sind Versuche mit lebender Hefe zusammen- 
gestellt. Wichtig scheint uns der Umstand zu sein, daf 
lebende Prefhefe in Gegenwart von Chlorzink keine Aldehyd- 
bildung aufweist. Nachdem Versuche mit geringen Hefe- 
mengen negative Resultate ergaben, haben wir betrichtliche 
Hefemengen mit einem entsprechenden Quantum von Chlorzink 
versetzt. Wo CO,- und Alkoholbestimmungen nicht vorge- 
nommen wurden, haben wir besondere Mabregeln gegen die 
Verfliichtigung von Acetaldehyd getroffen. Der Versuchs- 
kolben wurde mit Riickfluikiihler versetzt und letzterer kom- 
munizierte mit einer Waschflasche, die mit konzentrierter 
Bisulfitlésung versetzt war. CO,-Bestimmungen wurden durch 
grobe Wigung, Alkoholbestimmungen pyknometrisch aus- 
gefiihrt. 


Aus der Tab. 2 ist ersichtlich, dafi die Aldehydausbeuten 
immer sehr gering waren. Sie iibersteigen nicht die bei der 
Alkoholgiirung ltibliche Norm, und Chlorzink hat gar keine 
Steigerung der Aldehydbildung hervorgerufen. Wire hier die 
Aldehydausbeute relativ ebenso grof} gewesen, wie sie in 
Versuchen mit Trockenhefe war, so sollte in je einem Ver- 
such etwa 0,5 g Aldehyd entstanden sein. 


Auch in Gegenwart von Methylenblau ist die Aldehyd- 
bildung durch Prefhefe eine sehr geringe, obgleich Methylen- 
blau durch Preffhefe stark reduziert wird. 


100 g Prefihefe wurden mit 100 g Rohrzucker und 750 ccm 
Wasser versetzt. Sofort wurden 5 g Methylenblau (reinstes 
Priparat) hinzugesetzt; nach 24 Stunden wurde wiederum 
dasselbe Quantum hineingetan. Versuchsdauer 3 Tage. 


Alkohol gebildet . . . 3,057 ¢ 
Acetaldehyd gebildet . 0,088 g. 


Auf Grund obiger Ergebnisse sind wir geneigt anzunehmen, 
dafs Chlorzink eine direkte Einwirkung nur auf Fermente der 
Hefe ausiibt. Diese Voraussetzung wird noch durch die 
Resultate der nachstehenden Arbeit wohl bekriftigt. 


eiiia tien ce 
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Tabelle 1. Versuche mit Trockenhefe. 
Differenz zwi 
Ver- Angewandt Gebildet eae 
ache . ey 
daner} LTOk- | Trau- Zn Was- Pena, errr gee ver- = oni 
fp | eee | Dem tc | FT 0% | nr | oe | rere Plt 
Tagen hefe |zucker in 2; in | in te dehyd| pro- | MB] ing schvwun 
. : & In § |inmg| dukte denen 
in g | ing ccm ine P seca 
3 20 18,28} 0,6 | 100 |0,388 |0,487 ; 14 | 0,831 | 1,533 | 0,702 46 
4 20 18,27/0,6 | 100 }0,388 |0,857 | 20 | 0,757 11,252 | 0,495 4() 
3 20 | 18,27/0,4 | 100 |0,92 [1,012 | 24 | 1,956 13,847 [1,891 | 49 
3 20 0 0,6 | 100 | 0,14 — 2 — — — _ 
4 20 0 0,4 | 100 | 0,24 ~~ 2 _ — oa a 
4 20 0 0 100 | 0,28 = 0 --- — oa - 
37) 5 5,08 | 0,15) 25 | 0,1223) 0,0695| — | 0,1918) 0,893 |0,7012) 79 
3?) 5 5,08 /0,15| 25 |0,1194) 0,0734| — | 0,1828] 0,686 |0,5032| 73 
4 20 20 0 100 | 9,22 — 0 — -- — — 
4 20 | 20 0 100 | 9,34 ae 0 — — _ — 
Tabelle 2. Versuche mit Prebhefe. 
— Angewandt Gebildet 
aan . ee Rinaneiic Zucker 
suchs- 
dauer] Pref- | Robr- | | Alko- | Acetal- |. 
in hefe zucker | Zn Cl, Wasser CO, hol dehyd “a 
Tagen} in g ke ( Fees in g in g , 
| 
6 92 150 0 750 — von 0,009 - 
6 92 150 10 | 750 — — 0,009 — 
3 100 100 20 | 750 -- ao 0,002 — 
3 100 100 20 | 750 a 15,0 0,002 35 
3 100 100 0 | 750 43 48,5 0 100 
3 100 100 0 750 — — 0) — 
3 100 35 20 750 16 18,6 0 35 
3 100 0 20 | 750 — 1,4 0 - 


























1) Diese Versuche wurden bei konstanter Luftdurchleitung ausgefihrt. 7 
’ Der Alkohol wurde in einer Kiihlvorrichtung zuriickgehalten, CO, im GeiBler- ° 
schen Apparate aufgefangen. Zuckerbestimmungen haben wir sowohl vor als | 
nach der Abscheidung der Aminosiuren vorgenommen; die Resultate wurden | 
durch Abwesenheit der Aminosiuren nicht verandert. 3 


















Uber Alkoholgarang. VIII. 


Zusammenfassung der wichtigsten Resultate. 


. 1. Chlorzink bewirkt eine Bildung von Acetaldehyd durch 

rie Hefanol und Trockenhefe, aber nicht durch lebende 

sont PreBhefe. 

ae 2. Ein bedeutender Teil des durch Hefanol und Trocken- 

a hefe angegriffenen Zuckers wird in Gegenwart von Chlor- 

ane: zink in unbekannte Produkte verwandelt. 

46 3. Nur in Gegenwart von Zucker ruft Chlorzink Aldehyd- a 
4) & bildung hervor. Die Selbstgirung bei Zimmertemperatur us 
49 liefert in Gegenwart von Chlorzink nur minimale Spuren 


7 von Acetaldehyd. 








Uber Alkoholgarung. 
Von 
S. Kostytschew. 


IX. Mitteilung. 


Die Einwirkung von Kadmium- und Zinksalzen auf 
Hefefermente. 


Von 


S. Kostytschew und S. Subkowa. 


(Aus dem pflanzenphysiologischen Laboratorium der Universitat St. Petersburg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 28. August 1920.) 


In friiher verédffentlichten Mitteilungen wurde dargetan, 
dai Chlorzink eine eigentiimliche Wirkung auf die Zuckerver- 
girung durch Dauerhefe ausiibt. Hierbei wird erstens Acet- 
aldehyd angehiuft, zweitens aber, eine bedeutende Zuckermenge 
nicht in tbliche Girungsprodukte, sondern in andere unbe- 
kannte Stoffe verwandelt. 

Beachtenswert scheint uns der Umstand zu sein, dali die 
Zinkwirkung eine ganz spezifische ist. In noch nicht publi- 
zierten Versuchen hat der eine von uns (S. K.) sich verge- 
wissert, daf} nicht nur Chlorzink, sondern auch andere Zink- 
salze eine und dieselbe Wirkung auf die alkoholische Garung 
ausiiben, indes andere Metalle, namentlich Strontium, Zinn, 
Aluminium, Quecksilber, Kalzium und Magnesium keine, oder 
nur ganz geringe Aldehydbildung hervorrufen. 

Nun haben wir gefunden, dafs Kadmiumsalze dieselben 
Vorginge wie Zinksalze bewirken, nur ist die Kadmiumwir- 
kung erheblich stirker als die Zinkwirkung. Folgende Ver- 
suche mégen dies illustrieren. 
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Nr. 1. 10 g Hefanol, 10 g Traubenzucker und 50 ccm 
einer 0,02 n. Lésung von CdBr,. Versuchsdauer 4 Tage. An- 
tiseptikum Toluol. 


CO, 0,16 g; Alkohol 0,113 g; Acetaldehyd 38 mg. 
Alkohol : Acetaldehyd 3: 1. 


Nr. 2. Wiederholung des vorstehenden Versuches. 


CO, 0,17g; Alkohol 0,111 g; Acetaldehyd 34 mg. 
Alkohol : Acetaldehyd 3: 1. 


In Gegenwart von Kadmiumsalz betrigt also die Aldehyd- 
ausbeute ein Drittel der Alkoholausbeute. Die Mengen der 
entstandenen normalen Produkte sind sehr gering, doch nicht 
entsprechend gering ist der Zuckerverbrauch, wie aus fol- 
gendem Versuche zu ersehen ist’). ' 

Nr. 3. 10 g Hefanol in 50 ccm 0,02 n. Lésung von 
CdBr, mit Zucker. Versuchsdauer 3 Tage. Antiseptikum 


Toluol. 
CO, 0,16 g; Acetaldehyd 31 mg. 


Invertzucker vor dem Versuche ... . 10,52, 
a nach , a eer 


Zuckerverbrauch 1,84 g. 


Nr. 4. Wiederholung des vorstehenden Versuches. 
CO, 0,20 g; Acetaldehyd 28 mg. 


Invertzucker vor dem Versuche , . - 10,52 g, 
. nach , ; 6. cee a re 


Zuckerverbrauch 2,47 g. 


Die Zuckerverarbeitung wird also durch CdBr, nicht so 
stark gehemmt, wie es auf den ersten Blick erscheinen kénnte. 
Zucker wird grammweise verbraucht, indes CO,, Alkohol und 
Aldehyd nur in ganz geringen Mengen auftreten. Bei der 
Beurteilung der Wirkung von Zink- und Kadmiumsalzen auf 
die Zuckervergirung durch Hefanol und Trockenhefe mu 
man den soeben erérterten Umstand stets im Auge behalten. 





1) Die Zuckerbestimmungen wurden nach der Methode von G. Ber- 
trand (Bullet. de la soc. chimique Bd. 35, S. 1285 [1906]) ausgefiihrt; 
in betreff der CO,-, Alkohol- und Acetaldehydbestimmungen vgl. vor- 
stehende VIII. Mitteilung. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CXI. 10 
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Weiterhin haben wir untersucht, welche Hefefermente 
durch Kadmiumsalze direkt beeinfluit werden. Folgender 
Versuch zeigt, dali die Eiweifihydrolyse in Trockenhefe sowohl 
in Gegenwart als in Abwesenheit von Kadniiumsalzen im 
gleichen Tempo verlauft. 

Nr. 5. Zwei Portionen zu je 2 g Trockenhefe nach 
v. Lebedew. Portion A wurde mit 10 ccm 0,33 °/oiger Essig- 
siure, Portion B mit einer 0,02 n. Lésung von CdBr, in 
0,33°oiger Kssigsiure versetzt.  ,,Proteinstickstoff* nach 
Stutzer in 2 g Trockenhefe = 163,8 mg. Versuchsdauer 3 Tage 
bei 35°. Antiseptikum Toluol. 


Portion A. 
,Protein-N* vor dem Versuche . . . . 163,8 mg, 
a nach ,, : 12 2 0 Cee 
Portion B, 
,Protein-N* vor dem Versuche . . . . 163,8 mg, 
nach , " + & « Jaa 


Die Wirkung des proteolytischen Fermentes wird also 
durch Kadmiumsalze so gut wie gar nicht gehemmt. Auch 
wire auf Grund dieser Ergebnisse die Voraussetzung nicht 
haltbar, dafi der verschwundene Zucker in die von 8. Ko- 
stytschew und W. Brilliant') beschriebenen stickstoff- 
haltigen, nach Stutzer fillbaren Produkte iibergeht. Durch 
ausfiihrliche Versuche, die wir in einer anderen Mitteilung 
zu beschreiben beabsichtigen, haben wir festgestellt, daf} in 
Gegenwart von Kadmiumsalzen keine mit verdiinnter Salz- 
siure hydrolysierbaren Polysaccharide entstehen. 

Ganz anders verhalt sich die Hefereduktase: Methylen- 
blau wird in Gegenwart einer ganz geringen Menge von Cd Br, 
nicht entfarbt. : 

Nr. 6. Portion A: 1 g Trockenhefe, 0,02 g Methylen- 
blau (reinstes Priparat) und 0,0001 Mol. CdBr, in neutraler 
Lésung bei SauerstoffabschluB. Nach 24 Stunden gar keine 
Verinderung der Farbe im Vergleich zu der Kontrollportion 
(ohne Hefe). 





1) S. Kostytschew und W. Brilliant, Diese Zeitschr. Bd. 91, 
S. 372 (1914). 
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Portion B: 1 g Trockenhefe und 0,02 g Methylenblau 
bei denselben Verhaltnissen, aber ohne CdBr,. Nach 24 Stun- 
den vollkommene Entfirbung der Lésung. Derartige Versuche 
haben wir 6fters, und zwar immer mit einem und demselben 
Resultate ausgefiihrt. 

Noch interessanter ist die Einwirkung von Kadmium- 
salzen auf die Reduktion von Acetaldehyd durch Hefe. 
S. Kostytschew und E. Hiibbenet') haben dargetan, daf 
Hefe Acetaldehyd in Athylalkohol verwandelt. Lebende Hefe 
bedient sich dabei der Cannizzaroschen Reaktion?), Trocken- 
hefe reduziert aber bedeutende Aldehydmengen ohne gleich- 
zeitige Bildung von Essigsiure. Nun ergab es sich, daf 
Trockenhefe in Gegenwart von Kadmiumsalzen gar 
keine Aldehydreduktion bewirkt. Dies ist z. B. aus 
folgendem Versuche zu ersehen. 


Nr. 7. Portion A: 20 g Trockenhefe und 490 mg 
Acetaldehyd (Siedep. 21°) in 100 ccm Wasser. 

Portion B: 20 g Trockenhefe und 490 mg Acetaldehyd 
(Siedep. 21°) in 100 cem 0,02 n. Lésung von CdBr,. 

Versuchsdauer 24 Stunden. Antiseptikum Toluol. Nach 
Beendigung des Versuches wurden Alkohol und Kssigsiure 
bestimmt. Beziiglich der Methodik vgl. VI. Mitteilung *). 


Portion A. 
Ohne CdBr,. Alkohol 317,2 mg; Essigsiure 298 mg. 


Portion B. 
Mit CdBr,. Alkohol Spur (14 mg); Essigsiure 54,7 mg. 


Die mit CdBr, versetzte Portion enthielt eine bedeutende 
Menge von unverindertem Acetaldehyd (301 mg). Die unbe- 
deutende Menge von KEssigsiure ist vielleicht, ebenso wie es 
in friiher ausgefiihrten Versuchen iiber Aldehydreduktion der 
Fall war, durch Autoxydation des Aldehyds entstanden, da 
der Versuch bei Luftzutritt ausgefiihrt war. Athylalkohol 





1) §. Kostytschew und Hiibbenet, Diese Zeitschr. Bd, 79, S. 359 
(1912); Bd. 85, S. 408 (1913.) 
*) S. Kostytschew, Diese Zeitschr. Bd. 89, S. 367 (1914). 
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wurde aus Acetaldehyd in Gegenwart von CdBr, nicht 
gebildet. 

Die Tatsache, daf} Reduktasewirkung durch Kadmium- 
salze so stark gehemmt wird, ist héchst auffallend; ist doch 
Reduktase den am meisten stabilen Fermenten der Hefe bei- 
zuzihlen; bei der Autolyse werden Reduktionswirkungen der 
Hefe selbst nach vollkommenem Abbau der Eiweifstoffe nicht 
sistiert, indes alle iibrigen Fermente der Hefe, mit Ausnahme 
von Invertase, die ebenso stabil ist, hierbei zerstért werden. 

Wir sind geneigt anzunehmen, dafs die Anhiufung von 
Acetaldehyd bei der Zuckervergéirung durch Dauerhefe in 
Gegenwart von Kadmiumsalzen mit der Hemmung der Re- 
duktionsvorgiinge zusammenhingt. Wir setzen voraus, dal) 
Acetaldehyd auch beim normalen Verlaufe der Girung ent- 
steht, aber sofort in Athylalkohol iibergeht; da aber dieser 
Reduktionsvorgang in Gegenwart von Kadmiumsalzen gestirt 
wird, so findet eine Anhaufung von Acetaldehyd statt. 

Ganz unwabhrscheinlich ist dagegen die Annahme, dafi 
Acetaldehyd durch Oxydation aus Athylalkohol hervorgeht. 
Wie bekannt, sind in Dauerhefen nur minimale Mengen der 
oxydierenden Fermente enthalten; anderseits sind Kadmium- 
und Zinksalze keine Aktivatoren der Oxydationsvorginge. In 
Gegenwart von Kadmiumsalzen erfolgt in der Tat Aldehyd- 
bildung nicht nur bei Sauerstoffzutritt, sondern auch bei Sauer- 
stoffabschluB, wie es z. B. folgender Versuch zeigt. 


Nr. 8. Drei Portionen, A, B und C, zu je 10 g Trocken- 
hefe, 10 g Rohrzucker, 0,219 g CdCl, und 50 ccm Wasser. 


Portion A 

in der Luft .. .. . . Acetaldehyd 26,5 mg, 
Portion B 

im Wasserstoffe. ... . Acetaldehyd 30,7 mg, 
Portion C 

in CO, ..... . . . Acetaldehyd 24,1 mg. 


Die abweichenden Resultate von Buchner, Langheld 
und Skraup') haben wir also nicht bestatigen kénnen. 





1) E. Buchner, K. Langheld und S. Skraup, Chem. Ber. Bd. 47, 
S. 2550 (1914). 
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Ubrigens ist auch in lebender Hefe eine direkte Oxydation 
von Athylalkohol zu Acetaldehyd nicht sehr wahrscheinlich. 
A. Trillat und Sauton’) haben zwar eine Aldehydbildung 
durch girende Hefe bei stark erhéhtem Luftzutritt erzielt, 
doch betonen die genannten Forscher ausdriicklich, dal die 
von ihnen kiinstlich hervorgerufene Alkoholoxydation mit den 
iiblichen Bedingungen der Aldehydbildung nichts zu tun hat. 
Dauerhefen sind aber noch viel weniger fahig, Oxydationsvor- 
giinge zu bewirken. 

Bereits friiher hat S. Kostytschew’) dargetan, da in 
Gegenwart von Chlorzink eine Oxydation von Athylalkohol 
zu Acetaldehyd durch Dauerhefe nicht wahrgenommen wer- 
den kann. Jetzt haben wir dieselben Versuche mit Kadmium- 
salzen unternommen, und zwar wiederum mit negativem 
Resultate. 

Nr. 9. Drei Portionen, A, B und C. 


Portion A. 
5 g Trockenhefe, 0,136 g CdBr, und 25 com 5°/,ige Rohrzuckerlisung: 
Acetaldehyd 27 mg. 
Portion B. 
5 g Trockenhefe, 0,136 g CdBr, und 25 cem Wasser : Acetaldehyd 3 mg. 


Portion C. 
5 g Trockenhefe, 0,136 g CdBr, und 25 ccm 2,5°/,ige Alkohollésung: 
Acetaldehyd 5 mg. 

Worauf beruht die ganz spezifische Wirkung der Kadmium- 
und Zinksalze auf Hefefermente? Es ist kaum zweifelhaft, 
daf} hier eine Ionenreaktion vorliegt, denn nicht nur bewirken 
simtliche Kadmium- und Zinksalze qualitativ eine und die- 
selbe Hemmung der Fermentwirkungen, sondern entstehen in 
Gegenwart gleicher Mengen von Metallionen gleiche Mengen 
von Acetaldehyd, gleichviel, welche Kadmium- und Zinksalze 
in Anwendung kommen. Dies wird durch folgende Versuche 
erlautert. 

Nr. 10. Gleiche Portionen zu je 10 g Hefanol und 10 g 





) A. Trillat et Sauton, Comptes rendus Bd. 146, S. 996 (1908). 
*) S. Kostytschew, Diese Zeitschr. Bd. 83, S. 100 (19138). 








Nr. 11. 





Nr. 12. 
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Rohrzucker in je 50 ccm 0,02 n. Lésung von verschiedenen 
Kadmiumsalzen. Versuchsdauer 3 Tage. Antiseptikum Toluol. 




















Kadmiumsalz CO, in mg ange 

mg 
CdCl, . 0,25 37 
CdCl, . 0,25 36 
CdbBr, 0,15 36 
Cd br, 0,17 34 
Cd(NOg), . 0,40 3! 
Cd(NOQ,), . 0,43 34 


Eine Kontrollportion in 0,02 n. Liésung von CdBr, ohne 
Zucker lieferte blofi 5 mg Acetaldehyd. 
Gleiche Portionen zu je 10 g Hefanol und 10 g 
tohrzucker in je 50 ccm 0,02 n. Lésung von verschiedenen 
Zinksalzen. Versuchsdauer 3 Tage. Antiseptikum Toluol. 














Zinksalz co, in me Acetaldehyd 
in mg 
ZnCl, . 0,49 14 
ZnCl, . 0,48 14 
Zn Br,. 0,35 14 
and, 0,32 16 
Zn(NOs,), . 0,39 15 
ZnSO,. ; 0,39 14 
Zn(COO - CHs), 0,65 15 
Zn(COO - CH), 0,66 16 
Zn(COO - CHOH - CH), 0,67 16 


Gleiche Portionen zu je 15 g Hefanol und 15 g 
tohrzucker in je 75 ccm 0,02 n. Lésung von verschiedenen 
Zinksalzen. 











Versuchsdauer 3 Tage. Antiseptikum Toluol. 
Zinksalz CO, in mg sat hatte 
In mg 
Zn Clg . 0,84 23 
ZuCl, . 0,83 23 
ZnCl, . 0,97 22 
ZnSO, 0,71 24 
Zn(NO,), . 0,70 22 




















Uber Alkoholgirung. IX. 139 


Es ist also ersichtlich, dafi gleiche Mengen von Zink- 
und Kadmiumionen gleiche Aldehydausbeuten bewirken und 
das Verhialtnis der Mengen von Zinkionen zu denjenigen von 
gebildetem Aldehyd konstant ist. Dagegen ist die Hemmung 
der CO,-Produktion keine Ionenreaktion. 

Die in vorliegender Mitteilung beschriebenen Versuche 
sprechen wohl zu Gunsten der Annahme, dafi Acetaldehyd 
durch Girungsfermente gebildet wird. Andere in unserem 
Laboratorium ausgefiihrte Untersuchungen haben durch an- 
dere Kunstgriffe eine bedeutend gréfsere Aldehydproduktion 
durch lebende Hefen und andere Girungspilze dargetan. Die 
Beschreibung der einschlagigen Versuche bleibt den nichst- 
folgenden Mitteilungen vorbehalten. An dieser Stelle wollen 
wir ausdriicklich betonen, dafi fiir den Nachweis der inter- 
mediiren Girungsprodukte kiinstliche Stérungen des normalen 
Verlaufes der alkoholischen Gérung durchaus notwendig sind: 
An und fiir sich verliuft die Girung so glatt, dai, wie be- 
kannt, selbst eine genaue quantitative Zuckerbestimmung nach 
der Menge des durch Hefegiirung entwickelten Kohlendioxydes 
ausgearbeitet worden war'). Dieser Gedanke wurde bereits 
in friiheren Mitteilungen iiber alkoholische Giérung des einen 
von uns ausgesprochen. 


Zusammenfassung der wichtigsten Resultate. 


1. Kadmiumsalze bewirken eine gewaltige Verinderung 
des normalen Verlaufes der alkoholischen Girung. Nur ein 
unbedeutender Teil des verschwundenen Zuckers geht in nor- 
male Girungsprodukte, Alkohol und CO,, iiber; die weitaus 
gréBere Zuckermenge wird in unbekannte Stoffe verwandelt. 
Hierbei entsteht auch Acetaldehyd in Ausbeuten, die '/, der- 
jenigen des gebildeten Alkohols erreichen. 

2. Sehr verdiinnte Lésungen von Kadmiumsalzen iiben 
einen direkten Einfluf auf Hefefermente aus. Proteolyse wird 
durch Kadmiumsalze nicht beeintrichtigt, Reduktasewirkung 


1) Vgl. B. Tollens, Abderhalden’s Handb. d. biochem. Arbeitsmeth. 
Bd. 2, S. 141 (1910); K. Grube, ebenda S. 186. 
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dagegen stark gehemmt. Die Reduktion von Acetaldehyd 
zu Athylalkohol durch Trockenhefe wird durch Gegenwart 
sehr geringer Mengen von Kadmiumsalzen eingestellt. 

3. Acetaldehyd entsteht in Gegenwart von Kadmiumsalzen 
nicht nur bei Sauerstoffzutritt, sondern auch bei Sauerstoff- 
abschluf. 

4. Kadmiumsalze bewirken keine Oxydation von Athyl- 
alkohol zu Acetaldehyd. 

5. Die Wirkung von Kadmium- und Zinksalzen auf Hefe- 
fermente ist als eine direkte Ionenreaktion zu bezeichnen. 

















Uber Alkoholgirung. 


Von 


S. Kostytschew. 
X. Mitteilung. 
Gérung ist Leben ohne Sauerstoff. 


Von 


S. Kostytschew und Paul Eliasberg. 





(Aus dem pflanzenphysiologischen Laboratorium der Universitat St. Petersburg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 28. August 1920.) 








Die Frage nach dem Einflufi des Sauerstoffs auf die 
alkoholische Garung lebender Hefe ist noch nicht endgiiltig 
gelist, obgleich bereits zahlreiche Untersuchungen iiber diesen 
Gegenstand vorliegen. Es wurden die drei folgenden Mei- 
nungen iiber das Verhalten der Hefe ‘bei SauerstoffabschluB 
ausgesprochen. 

1. Die ,klassische* Anschauung Pasteurs: ,Géarung ist 
Leben ohne Sauerstoff. Nach Pasteurs Ansicht ist bei 
Sauerstoffzutritt normale Atmung als Energiequelle der Hefe 
anzusehen; alkoholische Giarung dient nur als Ersatz fir 
Sauerstoffatmung bei Sauerstoffabschluf. 

Pasteur’) erhielt in seinen Versuchen einen sehr hohen 
Wert (1:4) des Verhiltnisses vom Hefegewicht zum ver- 
brauchten Zucker, doch waren diese Ergebnisse nur in ganz 
kurzdauernden Versuchen, also waihrend der primiéren starken 
Vermehrung der Hefezellen ermittelt. Im Verlaufe dieser 
Periode ist die alkoholische Girung in der Tat sehr schwach *); 
doch sind wir durchaus nicht berechtigt, solche Ergebnisse 
auf die Girung bereits ausgewachsener Hefe anzuwenden. 





1) L. Pasteur, Comptes rendus Bd. 52, S. 1260 (1861); Etudes sur 
la biere S. 248 (1872). 
2) A. Richter, Centralbi. f. Baxier., Abt. II, Bd. 8, 8. 795 (1902). 
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Spaterhin wurden auch derartige Resultate mit ausgebildeten 
Hefen nicht erhalten. 


Pedersen und Hansen’) haben zwar behauptet, daB sie 
eine hemmende Wirkung von Sauerstoff auf die Garung wahr- 
genommen haben, doch wies Iwanovsky?*) mit Recht darauf 
hin, dai dieses Resultat lediglich auf eine unrichtige Berech- 
nung der experimentellen Daten zuriickzufiihren ist. 


Auch Hoppe-Seyler?) glaubte eine Hemmung der alko- 
holischen Garung durch Sauerstoffzufuhr beobachtet zu haben, 
doch wurde in seinen Versuchen eine ausgiebige Entwickelung 
verschiedenartiger Bakterien nicht vermieden; unter diesen 
befanden sich auch Essigbakterien, deren Tatigkeit die Alkohol- 
ausbeuten bedeutend herabdriicken mufite. 


Auch neuere Versuche Chudiakows‘) waren nicht richtig 
ausgefiihrt, indem das erhaltene Resultat durch Nebenumstinde, 
die bei Sauerstoffzutritt und bei anaeroben Verhaltnissen nicht 
die gleichen waren, bedingt ist®). 


2. Zweifellos unrichtig sind die Auseinandersetzungen 
derjenigen Forscher, die eine stimulierende Wirkung des Sauer- 
stoffs auf alkoholische Girung annehmen. Da auf eine Be- 
sprechung der wohl vollkommen veralteten Arbeit Nagelis®) 
verzichtet werden darf, so bleibt als einzige Grundlage obiger 
Anschauung nur die Untersuchung von A. Brown’), die aber 
ebenfalls nicht stichhaltig ist, da der Verfasser den Einflui 
von Sauerstoff auf die Hefevermehrung nicht gebiihrend ge- 
wiirdigt hat. 





1) Pedersen, Meddel. Carlsberg Laborat, Bd. 1, S. 72 (1878); 
Hansen, ebenda Bd. 2, S. 183 (1879). 

*) D. lwanovsky, Untersuchungen iiber alkoholische Girung S. 30 
(1894). Russisch. 

8) Hoppe-Seyler, Uber Einwirkungen des Sauerstoffs auf Girungen 
1881). 
' *) Chudiakow, Landwirtsch. Jahrb. Bd. 23, S. 391 (1894). 

5) Rapp, Chem. Ber. Bd. 29, S. 1983 (1896); Zymasegirung S. 350 
(1908). 

*) Nageli, Theorie der Girung S. 18 (1879). 

7) A. Brown, Journ. of the Chem. Sec. Bd. 1, S. 369 (1892). 
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3. Die moderne Ansicht wurde zuerst von Ad. Mayer’) 
ausgesprochen und durch die in methodischer Hinsicht glin- 
zenden Untersuchungen von D. Iwanovsky’) scheinbar stark 
unterstiitzt. Mayer hat die Ansicht entwickelt, da Hefe 
dem Luftsauerstoff gegeniiber indifferent ist. Iwanovsky hat 
durch iiberzeugende Versuche dargetan, daf} Hefe sowohl bei 
Sauerstofizutritt als bei Sauerstoffabschluf8 gleiche Zucker- 
mengen vergirt. Dieses Resultat wurde seitdem so interpre- 
tiert, daf} Hefe sowohl bei aeroben als bei anaeroben Verhiltnissen 
nur alkoholische Girung als Energiequelle benutzt. Doch 
sind derartige Schlufifolgerungen durchaus nicht gerechtfertigt. 

Es ist gegenwirtig anerkannt, dafi nicht nur alkoholische 
Giirung, sondern auch Sauerstoffatmung auf Kosten von Zucker 
zustande kommt. Nehmen wir der Einfachheit wegen an, 
daf} in gleichzeitigen Versuchen eine und dieselbe Zuckermenge 
verbraucht worden war. Im einen Versuche hat aber eine 
vollkommene Vergérung der gesamten Zuckermenge statt- 
gefunden, indes im anderen Versuche '°/,, der Zuckermenge 
vergoren, '/,, aber zu CO, und Wasser oxydiert worden war. 
Im ersteren Falle ist die gesamte Betriebsenergie der Hefe 
auf den Girungsvorgang zuriickzufiihren, im anderen Falle 
lieferte aber die Sauerstoffatmung mindestens die Halfte der 
Betriebsenergie*). 

Als einziges Verfahren, welches eine gleichzeitige Bestim- 
mung der alkoholischen Girung und der Sauerstoffatmung der 
Hefe gestattet, betrachten wir simultane CO,- und Alkohol- 
bestimmungen. CQO, der Alkoholgirung berechnet man auf 
Grund der Gleichung der alkoholischen Girung nach der Menge 
des gebildeten Alkohols und subtrahiert die gefundene Zahl von 





1) Ad. Mayer, Chem. Ber. Bd. 13, S. 1163 (1880); Landw, Vers. 
Bd. 25, S. 301 (1880). 

2) D. Iwanovsky a. a. O. 

3) Die Verbrennungswarme von 1 Mol. Traubenzucker ist nach Stoh- 
mann gleich 674 Kal., die Warmetinung der alkoholischen Garung ist 
nach Bouffard gleich 23,7 Kal., nach Rubner gleich 24 Kal. auf je 
1 Mol. Traubenzucker. Theoretisch ist dieser Wert nach Euler gleich 
28,1 Kal. auf 1 Mol. Traubenzucker, was blof 1/,, der Verbrennungswirme 
von Zucker ausmacht. 











144 S. Kostytschew, 


der Gesamtmenge von CO,. Die Differenz ergibt die Menge von 
Atmungskohlensiure. Durch analoges Verfahren ist es auch 
méglich, vergorenen nebst veratmetem Zucker zu bestimmen. 

Derartige Versuche haben schon lingst Giltay und 
Aberson’) ausgefiihrt. In der einen Versuchsserie haben die 
Verfasser gefunden, daB etwa 20°/, des verbrauchten Zuckers 
veratmet und 80°/, vergoren wurde. In der anderen Versuchs- 
serie ergab sich eine Veratmung von etwa 5°/, bis 6,5°/, der 
gesamten Zuckermenge. Die Zuckeroxydation war stiirker 
im reinen Sauerstoffe, als in der atmosphirischen Luft. 

Diese Versuche sind jedoch nicht ausschlaggebend, da die 
Verfasser bei unvollkommener Aeration und nicht mit reinen 
Kulturen experimentierten. Die Bedeutung des letzten Um- 
standes soll allerdings nicht iiberschitzt werden, um so mehr, 
als Iwanovsky’) auch bei reinen Heferassen eine bedeutende 
Sauerstoffabsorption bei Luftzutritt beobachtete. 

Nun ist die betreffende Frage, unserer Meinung nach, 
durch sorgfaltige Untersuchungen von H. Buchner und Rapp’) 
vollkommen gelést. Die Verfasser haben CO,- und Alkohol- 
bestimmungen sowohl in Oberflichenkulturen reiner Heferassen 
auf Zuckergelatine, als unter iiblichen Verhiltnissen in fliissigen 
Medien ausgefiihrt und erhielten ganz eindeutige Resultate. 
Zwar ist die Gréfie von CO, : Alkohol in der Mitteilung nicht 
angegeben, doch laBt sie sich auf Grund der Tab. XII‘) be- 
rechnen, was wir auch ausgefiihrt haben. Es ergab sich, dat 
bei tadelloser Aeration eine bedeutende CO,-Menge auf die 
Sauerstoffatmung zuriickzufiihren ist: 


CO, :C,H,OH bei vollkommenem Sauerstoffzutritt. 
1. 100:66; 2. 100:68; 3. 100:67; 4. 100:59; 5. 100: 68; 
6. 100:66; 7. 100:68; 8. 100:65; 9. 100:69; 10. 100: 75. 


CO, :C,H,OH bei Sauerstoffmangel. 
1. 100:105; 2. 100:108; 3. 100:90; 4. 100:86; 5. 100: 97; 
6. 100:100; 7. 100:97; 8. 100:107. 





1) Giltay und Aberson, Jahrb. f. Wiss. Bot. Bd. 26, S. 543 (1891). 
*) Iwanovsky l. c. 8, 28, 46, 47, 48. 

*) H. Buchner und Rapp, Zymasegirung S. 379 (19038). 

*) Zymasegirung S. 407. 
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Es ist also ersichtlich, dafi bei guter Aeration etwa ein 
Drittel des abgeschiedenen CO, auf Sauerstoffatmung zu be- 
ziehen ist. Die Veratmung von '/,') der Zuckermenge 
liefert aber bedeutend mehr Energie, als eine Ver- 
girung der Gesamtmenge von Zucker bei Sauerstoff- 
mangel. 

Auf Grund dieser Erwagungen kénnen wir uns der Schluf- 
folgerung der Verfasser durchaus nicht anschlieffen. Hans 
Buchner und Rapp schreiben: ,Wir haben also unsere Ab- 
sicht, der Hefe zu aerobischer Existenz zu verhelfen, dieselbe 
trotz Anwesenheit von Girmaterial von der Giartatigkeit abzu- 
lenken und ihre vitale Tatigkeit auf den Prozef} der Respiration 
zu konzentrieren, zwar im Prinzip erreicht. Aber der er- 
zielte Erfolg ist verhaltnismaBHig ein staunenswert 
geringer.* 

Die Verfasser haben jedoch aufjer acht gelassen, dal 
eine Veratmung derselben Zuckermenge, die bei 
Sauerstoffmangel vergoren wird, nur in dem Falle 
zweckmaffiig wire, wenn Hefe bei Sauerstoffzutritt 
eine 24mal gréfere Energiemenge verbrauchte als 
bei Sauerstoffmangel, was gewif} ganz unwahrscheinlich 
ist. Es kann kaum bezweifelt werden, daf} simtliche vitalen 
Vorginge der Hefe, mit Einschlui der stark gesteigerten 
Vermehrung, bei Sauerstoffzutritt durch normale Atmung als 
Knergiequelle vollkommen befriedigt sein kénnen. Die Frage 
nach dem Verhalten der Hefe bei Sauerstoffzutritt mul also 
ganz anders prizisiert werden. Ks ist zu erkliren: Weshalb 
wird bei Sauerstoffzutritt Alkoholbildung nicht eingestellt? 
Ist sie doch fiir Hefe bei aerober Lebensweise vollkommen 
iiberfliissig. 

Die Antwort wird durch die in neuerer Zeit entwickelten 
Vorstellungen iiber die Anteilnahme der Zymase am Atmungs- 
vorgange gegeben”). 


‘) Bei Sauerstoffatmung entstehen aus 1 Mol. Zucker 6 Mol., bei 
Alkoholgirung aber bloB 2 Mol. Kohlendioxyd. 

*) 8S. Kostytschew, Biochem. Zeitschr. Bd. 15, S. 164 (1908); 
Bot. Ber. Bd, 26a, S. 565 (1908); Diese Zeitschr. Bd. 67, S. 116 (1910). 
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Auf Grund der von S. Kostytschew dargestellten Theorie 
sind Zuckermolekiile nicht direkt oxydiert, sondern zuerst 
durch Zymase gespalten; die intermediiiren Produkte der 
alkoholischen Girung werden alsdann durch Eingreifen oxy- 
dierender Fermente zu den Endprodukten der Sauerstoffatmung 
verbrannt. Fiir eine vollkommene und restlose Zuckerver- 
atmung muf} also ein ganz bestimmtes Verhiltnis zwischen 
den Mengen von oxydierenden und Giirungsfermenten bestehen. 

Nun ist leicht einzusehen, dafi Zymase in Hefezellen fiir 
spezielle Bediirfnisse des anaerobiotischen Lebens in sehr 
grofier Menge erzeugt wird und also im Vergleich zu den 
aeroben Organismen in UberschuB vorhanden ist. Durch 
Sauerstoffzutritt wird aber Zymasewirkung, wie bekannt, nicht 
gehemmt; infolgedessen ist die Geschwindigkeit der Zucker- 
spaltung in Hefezellen auch bei Sauerstoffzutritt eine so 
bedeutende, dafi sie von Oxydationsvorgingen nicht eingehalten 
werden kann; ein betrichtlicher Teil der entstandenen Spal- 
tungsprodukte wird also nicht oxydiert und das chemische 
Gleichgewicht durch Alkohol- und Kohlendioxydbildung her- 
gestellt'), was aber fiir Hefe von keinem Nutzen ist. Bei 
Sauerstoffzutritt ist Alkoholbildung bei Hefe nur 
ein physiologisches Uberbleibsel. 

Auf diese Weise ist der Widerspruch der Resultate von A d. 
Mayer, Iwanovsky und Hans Buchner mit der Pasteur- 
schen Theorie nur ein scheinbarer. 

In vorliegender Mitteilung wollen wir die Richtigkeit der 
soeben dargestellten Auseinandersetzungen durch Versuche mit 
Mucoraceen erliutern. Fir unsere Untersuchungen haben 
wir drei Mucorarten ausgewihlt, namentlich Mucor race- 
mosus (sehr starker Girungserreger), Mucor Mucedo 
(mittelmifiger Girungserreger) und Mucor stolonifer 
(aerobe Art, die bei Sauerstoffabschlu® nicht zum Wachstum 
zu bringen ist). 


') Auf Grund dieser Voraussetzung miissen bei Sauerstoffzutritt und 
SauerstoffabschluB gleiche Zuckermengen verbraucht werden, was auch 
mit den Resultaten Iwanovskys tibereinstimmt. 
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Bereits friiher hat der eine von uns') dargetan, daf} einige 


ee Mucorarten wie z. B. Mucor racemosus sich bei ungehin- 
: dertem Sauerstoffzutritt als typische Girungspilze verhalten. 

Bald darauf hat Wehmer?’) klargelegt, dab kraftig girende 
‘ Mucoraceen bei guter Aeration Alkohol produzieren. In 
i nachstehend beschriebenen Versuchen haben wir Bestimmungen 

von €O,, Alkohol und Zucker bei Kulturen ausgefiihrt, die 
eg unter vollkommenem Luftzutritt geziichtet waren. Beiliufig 
. haben wir uns zur Aufgabe gestellt, die physiologischen Eigen- 
r tiimlichkeiten der beiden Rassen + und — je einer Mucorart 
r zu untersuchen. Es ergab sich in der Tat, dafi die genannten 
3 Kigentiimlichkeiten schirfer sind, als es zu erwarten war. 
Unsere Bestimmungen der Arten und Rassen wurden von dem 


Mucorkenner N. A. Naumov nachgepriift und _ bestitigt; 
dafiir sind wir ihm zu aufrichtigstem Dank verpflichtet. 

Fiir Herstellung streng-aerober Kulturen bedienten wir 
uns meistens der Methode von Buchner-Rapp und haben 
also unsere Pilze in konischen Kolben mit grofer Bodenfliche 
auf Zuckergelatine unter kontinuierlicher Luftdurchleitung 2 
gezogen. Einige Kulturen wurden auf Brot ausgefiihrt. In . 
Versuchen, wo Zuckerbestimmungen ausgefiihrt wurden, haben 
wir Kulturen auf Quarzsand verwendet. Der Sand wurde mit 
zuckerhaltiger Nihrlésung getrinkt und mit ein paar Scheiben 
aus dickem Filtrierpapier tiberdeckt. Ebenso wie in friiheren 
Versuchen des einen von uns, entwickelten sich in derartigen 
Fallen auf der Oberfliiche des Papiers zusammenhingende 
Pilzdecken. 

Simtliche Versuche wurden bei Zimmertemperatur aus- 
gefiihrt. Seit dem Momente der Impfung haben wir CO,- 
freie Luft durch die Kulturkolben gezogen. Der mitgerissene 
Alkohol wurde in zwei nacheinander gestellten und mit His- 
wasser versetzten Schlangenkiihlern aufgefangen; alsdann pas- 
sierte der Luftstrom eine mit konzentrierter Schwefelsiure 
beschickte Waschflasche. CO, wurde im Geifilerschen Kali- 


1) §. Kostytschew, Centralbl. f. Bakt. Abt. II, Bd. 13, S. 490 (1904). 
*) C. Wehmer, Centralbl. f. Bakt. Abt. Il, Bd. 14, 8. 556 (1905); 
Bd. 15, S. 8 (1906). 
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apparate absorbiert. Nach dem Geifslerschen Apparate be- 
fand sich ein kleines Waschflischchen mit konzentrierter 
Schwefelsiiure'). Kaliapparat und Waschfliischchen wurden 
beisammen gewogen. 

Nach Beendigung je eines Versuches haben wir Alkohol 
nach Nicloux?) und in einigen Versuchen auch Zucker nach 
G. Bertrand*) bestimmt. In einigen Fallen war es auch vor 
der Beendigung des Versuches erwiinscht, Alkohol- und Zucker- 
bestimmungen auszufiihren. Um dies zu bewerkstelligen, haben 
wir unsere Kulturkolben mit einer Vorrichtung versetzt, welche 
die Entnahme einer bestimmten Menge der Lésung unter asep- 
tischen Kautelen und ohne Unterbrechung des Versuches ge- 
stattete. Von einer Beschreibung der hierzu gehérigen ein- 
fachen Apparatur wollen wir Abstand nehmen. 

Hochst wichtig war es, vor einem Alkoholverlust voll- 
kommen sicher zu sein. Dies war auch tatsichlich der Fall. 
Kontrollbestimmungen zeigten, daf} zwar 11—20°/, der ge- 
samten Alkoholmenge im Verlaufe des Versuchs in den ersten 
Schlangenkiihler aus dem Kulturkolben iibergehen, doch kénnen 
bereits im zweiten Kiihler nur Spuren von Alkohol aufgefunden 
werden; eine Einschaltung des dritten Kiihlers erweist sich 
also als vollkommen iiberfliissig. 


1. Versuchskolben . . 0,7602 g Alkohol 
Erster Kiihler. . . 0,0848¢ : 
Zweiter Kiihler . . 0,005 g 7" 

2. Versuchskolben . . 1,2621 g Alkohol 
Erster Kihler. . . 0,1636 g ‘ 


Zweiter Kihler . . 0,005 g 


Analoge Bestimmungen haben wir wiederholt ausgefiihrt 
und sind imstande zu behaupten, daf} in unseren Versuchen 
ein Alkoholverlust nicht méglich war. Im Folgenden wird 
nur ein Teil der ausgefiihrten Versuche wiedergegeben. 


1) Die im hiesigen Laboratorium gemachten Erfahrungen zeigen, dal) 
bei mehrtigiger Luftdurchleitung nur Schwefelsiure vor Wasserverlust 
sichern kann. 

*) M. Nicloux, Bull. soc, chim. Bd. 35, 8. 330 (1906). 

%) G. Bertrand, Bull. soc, chim. Bd. 35, S. 1285 (1906). 
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Versuche mit Mucor racemosus. 


1. Mucor racemosus —. 


Vorversuch. Niahrlésung: 50 com Extrakt aus Prefi- 
hefe mit 10°/, Rohrzucker. Eine Kultur im Kélbchen mit 
Meifblschem Girverschluf lieferte in 5 Tagen 0,54 g CO, und 
0,53 g Alkohol. Bei Luftmangel hat also eine typische Alkohol- 
girung stattgefunden. 


Versuch l, 


Fliissiges Nihrmedium’): 100 ccm einer 10°/,igen Rohr- 
zuckerlésung im Hefenextrakt. Nach 4 Tagen wurde die 
erste Probe der Lésung (83,3 ccm) entnommen. Nach Ablauf 
von weiteren 3 Tagen wurden die iibrigen 66,7 ccm fiir die 
Analysen verwendet. 





Zucker in 66,7 ccm nach 7 Tagen . 4,20 g 


. » 66,7 ccm , 4 , . 5,669 g 
Zuckerverbrauch in 8 Tagen . . . 1,469 g 
Alkohol in 66,7 ceom nach 7 Tagen . 1,6670 g 

7 are 6. 4Cls . 0,9795 g 

. gebildet in 3 Tagen . . . 0,6875¢ 
co, Ps — . . « 0,6960 g 


CO, : C,H, OH = 100: 99. 


Versuch 2. 


Fester Nahrboden: 5 g Traubenzucker, 3,5 g Gelatine 
und 50 cem Nihrsalzlésung (enthaltend 0,1°/s KH, PO,, 0,1 °/o 
MgSO, und Spur FeSO,). Zwei Kulturen. 


Kultur A. In 9 Tagen: CO, =1,7310 g; Alkohol = 1,2061 g. 
CO, : C,H,OH = 100 : 69. 


Kultur B. In 10 Tagen: CO, = 1,8315 g; Alkohol = 1,1907 g. Ly 
CO, : C, H,OH = 100 : 65. a: 





1) Auf fliissigem Nihrboden ist Mucor racemosus immer in Ge- 
stalt von Mucorhefe in die Fliissigkeit versenkt. Nur einzelne Flocken 
bestehen aus Pilzhyphen. 





Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXI. 11 


150 S. Kostytschew, 


Versuch 8. 


Derselbe Nahrboden, aber Traubenzuckermenge 6 g. 
Kohlendioxyd gebildet in g. 








8. und 9. 


3 Tage | 4. Tag | 5. Tag | 6. Tag | 7. Tag Tag 


10. Tag 





A.0,0385 | 0,0675 0,1190 0,1845 0,1850 0,5270 | 0,1860 
B. 0,0450] 0,0725 0,1680 0,2110 0,2860 | 0,5220 0,2200 


A. CO, in 10 Tagen = 1,3075 g. 
B. CO, in 10 Tagen = 1,5225 g; Alkohol = 1,1272 g. 
CO, : C,H,OH = 100: 74. 

Die Resultate obiger Versuche sind vom biologischen 
Standpunkte aus in der Beziehung beachtenswert, dafi der 
Pilz auch unter konstanter Luftdurchleitung keine Oxydation 
des Zuckers bewirkt, wenn er in eine ganz geringe Menge 
der Fliissigkeit versenkt ist. Bei tadellosem Luftzutritt ist 
dagegen das Verhiltnis CO,:C,H,OH dasselbe wie bei Hefe 


(Ss. 0.). 
2. Mucor racemosus +. 

Eine merkwiirdige Eigenschaft dieser Rasse bildet das 
villige Fehlen der Invertase in Pilzhyphen (s. nachstehende 
Mitteilung). Samtliche Kulturen haben wir also auf Trauben- 
zucker oder Invertzucker gezogen. 

Vorversuche auf fliissigem Nahrboden ergaben, daf} selbst 
bei nicht stark gehemmter Aeration nur ganz geringe Zucker- 
mengen oxydiert werden. So z. B.: 

CO, = 0,661 g; Alkohol = 0,579 g; CO, : C,H,OH = 100: 88. 

Versuch 4. 

Fester Nihrboden: 7,5 g Traubenzucker, 3 g Gelatine, 

50 ccm Nihrsalzlésung. Zwei Kulturen, A und B. 
Kohlendioxyd gebildet in g. 























1, Tag 2. Tag | 3. Tag | 4. Tag | 5. Tag | 6. Tag 








A.0,0200 | 0,0470 0,2070 0,5815 0,8800 0,6800 
B. 0,0205 | 0,0160 0,2170 0,6080 0,9810 0,5980 


A. CO, in 6 Tagen = 2,415d g. 
B. CO, in 6 Tagen = 2,4405 g, 
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Kultur B wurde noch 2 Tage im Luftstrome belassen 
und hat dabei 0,7855 g CO, produziert. Im Verlaufe von 
8 Tagen hat also diese Kultur 3,226 g CO, abgeschieden. 


A. Alkohol in 6 Tagen = 0,850 g. 
Alkohol in 8 Tagen = 1,0669 g. 


B 

A. CO,:C,H,OH = 100: 35. 

B. CO,:C,H,OH = 100: 33. 

Versuch 5. 

Nahrboden: Quarzsand mit 65 ccm Nahrlésung getrankt. 
Die Lésung enthielt 0,3°/o NH,NO,, 0,1% KH,PO,, 0,1°%7o 
MgSO, und 7,702 g Traubenzucker (analytisch bestimmt). 
Zwei Kulturen, A und B. 


Kohlendioxyd gebildet in g. 








2 Tage | 3. Tag | 4. Tag | 5. Tag | 6. Tag | 7. Tag | 8. Tag 





A.0,03875] 0,1260 | 0,2690 0,5250 0,6640 0,7545 0,2125 
B.0,1850} 0,3530 0,6150 0,8735 0,8670 0,6550 0,1140 




















Kultur A wurde noch 2 Tage im Luftstrom belassen. 
A. In 10 Tagen: CO, = 3,821 g; Alkohol = 1,0588 g. 
CO, :C,H,OH = 100: 28. 
Zucker geblieben = 1,399 g; Zuckerverbrauch = 6,303 g. 
B. In 8 Tagen: CO, = 3,6125 g; Alkohol = 1,4307 g. 
CO, : C,H,OH = 100: 39. 
Zucker geblieben = 1,27 g; Zuckerverbrauch = 6,430 g. 
Versuch 6. 
Nahrboden: Quarzsand mit 55 ccm Nahrlésung getrinkt. 
Die Lésung enthielt 6,27 g Traubenzucker. Zwei Kulturen, 


A und B. 





Kohlendioxyd gebildet in g. 


2 Tage | 3. Tag | 4. Tag | 5. Tag | 6. Tag | 7. Tag | 8. Tag | 9. Tag 











0,0265 | 0,0420 | 0,1270 | 0,8775 | 0,4575 | 0,7105 | 0,5880 | 0,4420 
0,0380 | 0,0390 | 0,1060 | 0,2650 | 0,5080 | 0,5655 | 0,5485 | 0,5285 


A. In 9 Tagen: CO, = 2,771 g; Alkohol = 0,7221 g. 
CO, : C, H,OH = 100: 26. 
Zucker geblieben = 2,05 g: Zuckerverbrauch = 4,22 g. 
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Kultur B wurde noch im Verlaufe von 2 Tagen im Luft- 
strome belassen. 

B. In 11 Tagen: CO, = 3,490 g; Alkohol = 0,9429 g. 

CO, : C,H,OH = 100 : 27. 
Zucker geblieben = 1,40 g; Zuckerverbrauch = 4,87 g. 

Obige Versuche zeigen, das der typische Garungserreger 
Mucor racemosus + bei tadelloser Aeration eine energische 
Zuckeroxydation bewirkt. Parallele Versuche von ungleicher 
Dauer zeigen, daf} zu jeder Zeit der gréfite Teil des Zuckers 
total veratmet wird. Auf den ersten Blick scheint der Kin- 
wand méglich zu sein, daf} geringe Alkoholausbeuten auf eine 
partielle Oxydation des Alkohols zu Acetaldehyd oder sonstigen 
Produkten zuriickzufiihren sind, doch wird diese Voraussetzung 
durch die Resultate der Zuckerbestimmungen widerlegt. Ks 
ergab sich, daf} der Zuckerverbrauch sehr gering ist (Vers. 5 
und 6); das Gewicht des abgeschiedenen CO, betrigt bedeu- 
tend mehr als die Hialfte der Menge des zerlegten Zuckers. 
Hs ist also die Annahme nicht méglich, daf} Alkoholproduktion 
ebenso ausgiebig wie die CO,-Produktion war. Der geringe 
Zuckerverbrauch beteuert das Zustandekommen einer 
energischen Sauerstoffatmung. 

Berechnet man die Energiemengen, die von Mucor ra- 
cemosus + bei tadelloser Aeration aus Sauerstoffatmung 
einerseits, anderseits aber aus Zymasegiirung gewonnen wer- 
den kénnen, so gelangt man zum Ergebnis, dai normale 
Atmung etwa 24mal mehr Energie liefert als der Garungs- 
vorgang'). Hieraus ist wohl der Schluf zu ziehen, daf} alko- 
holische Girung fiir den Pilz bei vollem Luftzutritt gar nicht 
notwendig ist. Diese SchluSfolgerung ist hier noch viel an- 
schaulicher als bei der Beurteilung der Betriebsvorgiinge von 
Hefe und von Mucor racemosus —. Das ungleiche Ver- 
halten beider Rassen bei Sauerstoffzutritt ist eine biologisch 
merkwiirdige Tatsache. 





‘) Nimmt man als Rundzahl CO, : C,H,OH = 100: 33 an, so ist 
Jeicht zu berechnen, da auf je 1 Mol. des vergorenen Zuckers 1 Mol. 
Zucker veratmet wird. Dies bedeutet, daB durch Sauerstoffatmung etwa 
24mal mehr Energie gewonnen wird als durch den Girungsakt. 
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Auf Brot kultiviert, zeigt Mucor racemosus 4+ eine 
weniger kraftige oxydierende Tiatigkeit, wie es durch folgende 
Versuche erlautert wird. 

Versuch 7. 

Nahrboden: Weizenbrotpulver mit 100 ccm 10°/oiger 
Traubenzuckerlésung getrankt. 

In 4 Tagen: CO, = 1,479 g; Alkohol = 0,980 g. 

CO, : C, HOH = 100: 63. 
Versuch 8, 
Dasselbe Substrat. Zwei Kulturen, A und B. 


Kohlendioxyd gebildet in g. 


1. Tag 2. Tag | 3. Tag | 4. Tag | 5. Tag 














A. 0,0260} 0,1790 0,5455 0,5745 0,4115 
B. 0,0300] 0,1880 0,5430 — —_ 














A. In 5 Tagen: CO, = 1,7365 g; Alkohol = 0,8176 g. 
CO, : C, H,OH = 100: 47. 

B. In 3 Tagen: CO, = 0,7560 g; Alkohol = 0,4584 g. 
CO, : ©, H,OH = 100 : 60,5. 

Auf Brot gezogene Kulturen wachsen in den Nihrboden 
hinein, was bereits eine unvollkommene Aeration zur Folge 
hat. Dieses Beispiel ist lehrreich, da es zeigt, wie leicht 
durch scheinbar unbedeutende Umstinde die Sauerstoffatmung 
der Girungspilze gestért wird. Streng aerobe Pilze, wie z. B. 
Aspergillus niger, erzeugen selbst bei Hintauchen in die 
Fliissigkeit gar keine Spur Alkohol bei Sauerstoffzutritt, in- 
dem sie mit dem gelésten Sauerstoff auskommen’). 


Versuche mit Mucor Mucedo. 


1. Mucor Mucedo —. 
Versuch 9. 
Fester Naihrboden: 50 ccm Nihrsalzlésung, 0,3°/o Pepton, 
10°) Traubenzucker, 7°/o Gelatine. Zwei Kulturen, A und B. 








‘) Dariiber wird in der noch nicht verdéffentlichten Mitteilung von 
S. Kostytschew und M. Afanassjewa ausfiihrlicher gesprochen 
werden. 
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A. In 11 Tagen: CO, = 1,8155 g; Alkohol = 1,0669 g. 
CO, : C, H,OH = 100: 59. 
B. In 11 Tagen: CO, = 1,7385 g; Alkohol = 1,0220 g. 
CO, : C,H,OH = 100: 59. 
Versuch 10, 
Wiederholung des vorstehenden. Versuchsdauer 10 Tage, 


A. CO, =1,7845 g; Alkohol = 0,9106 g. 
CO, : C,H,OH = 100: 51. 
B. CO, = 1,7370 g; Alkohol = 0,8986 g. 
CO, : C, H,OH = 100: 52. 
Versuch Il. 
Derselbe Nihrboden. Kine Kultur. Versuchsdauer 10 Tage. 


CO, = 1,7400 g; Alkohol = 0,9287 g. 
CO, : C,H,OH = 100 : 53. 


2. Mucor Mucedo ++. 


Versuch 12. 
Fester Nahrboden: 50 ccm Niahrsalzlésung, 0,3°/o Pepton, 
10°/o Invertzucker, 7°/o Gelatine. Zwei Kulturen, A und B. 
A. In 10 Tagen: CO, = 1,7380 g; Alkohol = 0,8216 g. 
CO, : C, H,OH = 100: 47. 
B. In 10 Tagen: CO, = 1,6830 g; Alkohol = 0,7578 g. 
CO, : C, H,OH = 100: 45, 
Versuch 13. 

Fester Nihrboden: 50 ccm Néhrsalzlésung, 0,3°/o Pepton, 
15% Traubenzucker, 7°/o Gelatine. Eine Kultur. 

In 11 Tagen: CO, = 1,636 g; Alkohol = 0,6986 g. 

CO, : C, H,OH = 100: 48. 

Es ergab sich, dafs auch Mucor Mucedo bei gutem 
Sauerstoffzutritt eine energische Sauerstoffatmung entwickelt, 
aber gleichzeitig auch Alkoholbildung hervorruft. Obgleich 
Mucor Mucedo ein weit schwacherer Garungserreger ist als 
Mucor racemosus +, ist das Verhialtnis CO, : Alkohol gréfer 
bei dem letztgenannten Pilz. Es ist also einleuchtend, daf 
bei ungehindertem Sauerstoffzutritt die alkoholische Girung 
der Mucoraceen in keinem Verhiltnis zu ihrer tatsichlichen 
Girungstiichtigkeit steht und als physiologisches Uberbleibsel 
anzusehen ist. 
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Versuche mit Mucor stolonifer. 


Zu unserem grofjen Bedauern verfiigten wir nur iiber 
eine gemischte Rasse +. Auf diesen Umstand sind wohl die 
schwankenden Werte von CO, : C,H;OH zuriickzufiihren, und 
eine Untersuchung der getrennten Rassen wire also sehr 
wiinschenswert. 

Versuch 14, 

Fester Nahrboden: 50 ccm Niahrsalzlésung, 0,3°/o Pepton, 
10°/o Traubenzucker, 7°/o Gelatine. Zwei Kulturen, A und B. 

A. In 10 Tagen: CO, = 0,5125 g; Alkohol = 0,2620 g. 

CO, : C, H,OH = 100: 51. 
B. In 10 Tagen: CO, = 0,5420 g; Alkohol = 0,2800 g. 
CO, : C, H,OH = 100: 51. 
Versuch 15, 
Derselbe Nihrboden. Eine Kultur. 
In 8 Tagen: CO, = 0,8735 g; Alkohol = 0,3572 g. 
CO, : C, H,OH = 100: 41. 
Versuch 16, 
Derselbe Nihrboden. Zwei Kulturen, A und B. 
A. In 8 Tagen: CO, = 0,764 g; Alkohol = 0,105 g. 
CO, : C, H,OH = 100: 25. 
B. In 8 Tagen: CO, = 0,698 g; Alkohol = 0,1746 g. 
CO, : C, H;OH == 100: 25. 

In einigen Versuchen waren die Alkoholausbeuten sehr 
gering (einmal erhielten wir CO, : C,H,OH = 100: 12), in 
anderen Versuchen (s. Vers. 13) erreicht aber das Verhiltnis 
von CO, zu Alkohol beinahe dieselbe Gréfie wie bei Hefe. 
Sehr beachtenswert ist der Umstand, dafs Mucor stolonifer 
bei Sauerstoffabschlufs nur wahrend kurzer Zeit sein Leben 
fristen kann, aber bei Sauerstoffzutritt verhaltnismaiBig mehr 
Alkohol produziert als der typische Gérungspilz Mucur race- 
mosus +. Es wire ja offenbar unlogisch zu behaupten, da 
Mucor stolonifer, ebenso wie Hefe, den gréfiten Teil der 
Betriebsenergie bei Luftzutritt aus dem Girungsvorgange ge- 
winnt; wissen wir doch ganz bestimmt, dafi derselbe Girungs- 
vorgang gar nicht imstande ist, das Leben des Pilzes bei 
Sauerstoffabschlu8 zu unterhalten. Die Alkoholproduktion bei 
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Sauerstoffzutritt ist vielmehr eine gelegentliche Erscheinung, 
deren Umfang von dem jeweiligen Verhiltnis zwischen den 
Mengen der oxydierenden und zuckerspaltenden Fermente 
abhingt. 

Uberblicken wir die vorstehend dargelegten Tatsachen 
und Auseinandersetzungen, so gelangen wir zu folgendem 
SchluB : 

Samtliche Organismen, die bei Sauerstoffab- 
schluf alkoholische Girung hervorrufen, und zwar 
sowohl starke Girungserreger wie Hefepilze, als 
schwache Girungserreger wie Aspergillus niger, kénnen 
bei Sauerstoffzutritt ihre gesamte vitale Energie 
mit Sauerstoffatmung decken. Ist aber die Zymase- 
menge eine verhaltnismafig betrachtliche, so kénnen Pro- 
dukte der Alkoholgirung auch bei vollem Luftzutritt zum 
Vorschein kommen, wenn nur oxydierende Vorgiinge ver- 
haltnismafig langsam verlaufen. Versuche mit Mucoraceen 
zeigen, daf} zwischen Hefepilzen, die etwa ?/, der gesamten 
CO,-Menge bei Luftzutritt im Vorgange der Zymasegiirung 
erzeugen, und aeroben Pilzen, wie Aspergillus und Peni- 
cillium, die bei Sauerstoffzutritt eine vollkommene Zucker- 
verbrennung bewirken, allmihliche Ubergiinge existieren. Es 
ist eine experimentell festgestellte Tatsache, daf die bei 
Luftzutritt produzierten Alkoholmengen in keinem Verhiltnis 
zu der Girungskraft der betreffenden Pilze stehen. 

Die Pasteursche Theorie: ,Garung ist Leben ohne 
Sauerstoff*, entspricht also dem wahren Sachverhalt 
und ist somit als noch immer modern anzusehen. 














Bestimmung der Maltase in der Hefe. 
(Il. Mitteilung tiber Maltase.) 


Von 
Richard Willstaitter und Werner Steibelt. 


‘Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 
in Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 25. September 1920.) 








I, Maltasewirkung frischer Hefe bei Gegenwart von Chloroform 
(Experiment von Morris). 

Entgegen der dlteren Anschauung, daf} die Maltose von 
Hefe direkt vergoren werde, zeigten C. J. Lintner’) und 
E. Fischer’), dai die Hefe auch diesen Zucker zuniachst 
durch ein Enzym spaltet, indem sie aus getrockneter Hefe 
wifrige Ausziige darstellten, welche Maltose in Glukose um- 
wandelten. Die Verschiedenheit des die Maltose spaltenden 
Enzyms vom Invertin sollte sich daraus ergeben, dai beim 
Auslaugen frischer Hefe mit Wasser (auch bei Anwendung 
von Betiubungsmitteln) immer nur das Enzym in Lésung 
geht, das den Rohrzucker spaltet. Es gelingt aber doch, wie 
wir vor kurzem mitgeteilt haben*), ebenso wie Saccharase 
auch Maltase aus frischer Hefe auszuziehen, wenn man durch 
Neutralisieren der entstehenden Saéure die Zerstérung des 
empfindlichen Enzyms verhiitet. Die Maltase ist nach E. 
Fischer‘) schon in der normalen Hefe enthalten, sie wird 


1) Zeitschr. f. ges. Brauwesen 1892, S. 106; C. J. Lintner und 
E, Kréber, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. Bd. 28, S. 1050 (1895). 

*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. Bd. 27, S. 2985 und S. 3479 (1894), 

5) R. Willstatter, Tr. Oppenheimer und W. Steibelt, Diese 
Zeitschr. Bd. 110, S. 232 (1920). . 

*) Ber. d. Deutsch, chem. Ges. Bd. 28, S. 1429, 1487 (1895); Diese 
Zeitschr. Bd. 26, 60 und zwar S. 75 (1898). 
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nicht erst beim Trocknen gebildet. E. Fischer’) hatte an- 
fangs beobachtet, dali feuchte, unversehrte Hefe imstande sei, 
bei Gegenwart von Chloroform a-Methylglukosid und Maltose 
zu spalten. Dagegen hat G. H. Morris?) mitgeteilt, dai durch 
frische Hefe, sowohl Frohberg-Hefe wie auch Brauereihefe, 
keine Spur Traubenzucker aus Maltose erzeugt werde. &. 
Fischer*) wiederholte darauf die Versuche bei Gegenwart 
anisthesierender Mittel uud fand bestitigt, dafi frische Hefen, 
Reinkulturen von Frohberg- und Saaz-Hefe, in wifriger, 
mit Chloroform gesattigter Lésung auf Maltose keine Wirkung 
ausiiben. Bei Anwendung anderer anisthesierender Mittel, 
wie Toluol und Thymol, gelang es indessen E. Fischer, 
reichliche Malzzuckerspaltung (in 40 Stunden bei 33°) zu er- 
zielen und dadurch die Annahme zu bestitigen, dafi das Enzym 
schon in der lebenden Hefe existiert. H. v. Euler und 
S. Kullberg*) bestitigten diese Ergebnisse und bemerkten 
dazu: .Immerhin wird schon durch Zusatz von Toluol die 
Maltosespaltung der lebenden Hefe sehr stark herabgedriickt.* 

Die Differenz zwischen dem Verhalten der Hefe bei An- 
wesenheit von Chloroform und von Toluol ist unerkliart ge- 
blieben. Es erscheint uns aber als eine Vorbedingung, um 
Methoden fiir die Bestimmung des Maltasegehaltes von Hefen 
zu schaffen, daf} diese Verhiltnisse aufgeklart werden, von 
denen EK. Fischer®) sagt: ,In der Tat sind die Erscheinungen 
sehr verwickelt, wenn die Hefe bei Gegenwart von Chloro- 
form mit der Maltoselésung in Beriihrung bleibt‘. 

Nachdem wir erkannt hatten, dali zwischen Saccharase 
und Maltase in Bezug auf ihre Exosmose aus frischer Hefe 
in Wasser kein wesentlicher Unterschied besteht, lag es nahe 
anzunehmen, dafi die Verhiltnisse bei der Maltosespaltung 
durch Hefe nur deshalb so kompliziert erscheinen, weil man 
weder der Empfindlichkeit der Maltase gegen Siauren noch 


') Ber. d, Deutsch. chem. Ges, Bd. 27, 8S. 3479 (1894). 
7) Proc. Chem, Soc. 1895, S. 46, 

5) Ber. d, Deutsch. chem. Ges., Bd. 28, S. 1429 (1895), 
*) Diese Zeitschr. Bd, 73, S, 85, 92 (1911). 

>) Ber, d. Deutsch. chem. Ges. Bd. 28, S. 1434 (1895). 
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der Abhangigkeit ihrer Wirkung von der Reaktion des Me- 
diums geniigend Rechnung getragen hat. In beiden Beziehungen 
lehrten die Untersuchungen von L. Michaelis und P. Rona’) 
,Die Wirkungsbedingungen der Maltase aus Bierhefe“ kennen. 
Und doch ist die Erkenntnis S. P. L. Sérensens*) von der 
Wichtigkeit des Saiuregrades fiir die enzymatischen Vorgiinge 
nicht in ihrer vollen Tragweite diesem Gebiete zugute ge- 
kommen. Unsere Versuche liefern einen kleinen Beitrag zur 
Arbeit von Sérensen iiber die Bedeutung der Wasserstoff- 
ionenkonzentration bei biologischen Prozessen. Dabei handelt 
es sich nicht um die Einstellung einer giinstigen Wasserstoff- 
zahl in der wafrigen Zuckerlésung; das Stérende ist hier die 
Erzeugung und die Wirkung von Siure in der Hefezelle selbst. 

Der Versuch von Morris tiéuscht. Bei der Abtétung 
der Hefe durch Chloroform setzt die Produktion von Saure 
in der Hefezelle ein und schafft in dieser ein fiir die Spaltung 
der Maltose ungiinstiges Milieu. Der Unterschied zwischen 
Chloroform und Toluol beruht einfach darauf, dai die Saure- 
bildung der Hefe bei Gegenwart von Toluol eine langsamere 
ist (siehe Abschnitt Ill). Wird aber das Experiment mit 
Chloroform bei Gegenwart geeigneter Puffer ausgefiihrt, so 
erfolgt reichliche Maltosespaltung. Der Puffergehalt der 
Zuckerlésung, den wir fiir Maltaselésungen am giinstigsten 
gefunden hatten, ergibt in diesem Fall noch keine guten 
Resultate. Die in der wafirigen Lisung eingestellte Reaktion 
erstreckt sich nicht ohne weiteres auf den Ort der Enzym- 
wirkung. Durch reichlicheren Zusatz des Phosphatgemisches 
und noch weiter durch Anwendung einer etwas stirker alka- 
lischen Phosphatmischung wird der Versuch so verbessert, 
dafi die Hefe bei Gegenwart von Chloroform starke Maltose- 
spaltung bewirkt. 

Diese Ergebnisse deuten schon an, dafi das Ausbleiben 
der Maltosespaltung unter den Versuchsbedingungen von 


) Biochem. Zeitschr. Bd. 57, S. 70 (1913); Bd. 58, S, 148 (1913), 
*) Biochem, Zeitschr. Bd. 7, S. 45 (1907); Bd. 21, S. 181 (1909); 
Bd. 22, S. 352 (1909); Ergebnisse der Physiologie, herausgeg. von Asher 
und Spiro, Bd. 12, S. 398 (1912). 
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Morris, Fischer, v. Euler nicht auf Zerstérung der Mal- 
tase durch die von der Hefe gebildete Saéure beruht, sondern 
auf zu hohem Siuregrade am Reaktionsorte. Die Maltase ist 
viel mehr als andere Enzyme auf einen engen Bereich von 
Wasserstoffionenkonzentrationen angewiesen und dieser wird 
bei der Saéureproduktion der Hefe iiberschritten, wihrend das 
optimale [H'|-Gebiet des Invertins nicht dadurch gestirt wird. 
Als L. Michaelis und P. Rona’) das Wirkungsoptimum der 
Maltase bestimmten, fanden sie, daB zu beiden Seiten des- 
selben ein rapider Abfall der Wirkung eintritt. 

Bei Gegenwart ‘von 0,5 ccm Chloroform wurde von 2,2 g frischer 
Liwenbriuhefe in 100 ccm 5°/,iger Maltosehydratlisung bei 30°, wenn 
kein Puffer zugegen war, in 400 Min. keine Maltosespaltung bewirkt 
(beobachtet nach Abstoppen mit '/, Volumen 2n. Sodalésung bei 15° 
ap = 10,78°; Drehungsabnahme 0,02°). 

Als die Flissigkeit die gewéhnliche Menge Puffer, nimlich 10 ccm 
eines hialftigen Gemisches 1,20°/,iger Na,HPO,2H,O- und 0,90°/,iger 
KH, PO,-Lisung enthielt, wurden in 30° 2,0°/,, in 90° 8,3°/o Maltose ge- 
spalten (beobachtet 10,67° bzw. 10,27°; Drehungsabnahme 0,13° bzw. 
0,53°). 

Bei Verdoppelung dieser Puffermenge betrug die Spaltung in 30 
3,5°/, (beobachtet 10,58°; Drehungsabnahme 0,22 ; 

bei 20facher Puffermenge und Herabsetzung der Chloroformmenge 
auf ein Fiinftel in 60’ 7,8°/, (beobachtet 10,30°; Drehungsabnahme 0,50°). 
Aber bei Anwendung der 10fachen Menge Puffer und Einstellung des 
Mischungsverhiltnisses der Phosphate auf pu=7,0 (6 ccm sekundires 
und 4 ccm priméres Phosphat) in 30’ 14,1°/,, in 90’ 36,0°/, (beobachtet 
9,90° bzw. 8,50°; Drehungsabnahme 0,90° bzw. 2,30°) ; 

bei ebenfalls 10facher Puffermenge und dem Mischungsverhiltnis 
7:3 entsprechend pu = 7,2 in 30’ 23,1°/,, in 90’ 40,6°/, (beobachtet 9,32° 
bzw. 8,20°; Drehungsabnahme 1,48° bzw. 2,60°). 


II. Maltaselisungen aus frischer und aus getrockneter Hefe. 


Daf die Hefe bei Gegenwart von Chloroform die Maltose 
nicht spaltet, weil in der Zelle zu grofe Siurekonzentration 
auftritt, wird vollends dadurch bewiesen, daf} es auch ohne 
Neutralisation gelingt, aus Frischhefe bei Anwesenheit von 
Chloroform — wie iibrigens auch von Toluol — Maltaselésungen 
herzustellen. Wire in der Hefe gemifs dem Experiment von 


') Biochem. Zeitschr, Bd, 57, 8, 70 (1913). 
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Morris die Maltase vernichtet, so kénnte sie natiirlich nicht 
spiter im wifrigen Auszug reichlich gefunden werden. 

Die Séure wird aus der Zelle langsam an das umgebende 
Wasser abgegeben, in das auch Maltase iibergeht. Ein solcher 
Auszug erwies sich zunichst als unwirksam gegen Malzzucker, 
auch auf Zusatz der iiblichen Puffermenge. 

Nach 5stiindigem Extrahieren von 1 Teil Frischhefe mit 1'/, Teilen 
Wasser bewirkten 10 ccm Extrakt in 50 ccm Versuchsflissigkeit, ent- 


haltend 2,5 g Maltosehydrat und normale Puffermenge, bei 30° in 30‘ keine 
Spaltung (beobachtet 10,80°, Drehungsabnahme 0°). 

Dennoch liegen in solchen Ausziigen Maltaselésungen vor, 
die aber zu sauer sind. Werden sie neutralisiert und dann mit 
dem Puffer versetzt, so wirken sie auf Maltose. 

In demselben Versuch wie oben wurde ein Teil des Extrakts nach 
dem Filtrieren mit Ammoniak neutralisiert. Dann ergab die Priifung unter 
gleichen Umstinden wie zuvor eine deutliche Drehungsabnahme (beobachtet 
10,73°, Drehungsabnahme 0,07 °). 

In einem andern Versuch wurde nach 24stiindigem Ausziehen der 
Hefe mit Chloroformwasser abfiltriert und mit Ammoniak neutralisiert. 


Dann ergab die Priifung mit derselben Extraktmenge bei gleichem Puffer- 
zusatz in 50’ eine Spaltung von 37,5°/, (beobachtet 8,40°, Abnahme 2,40°). 


Allerdings enthalt die Fliissigkeit nur einen Teil der- 
jenigen Ausbeute, die unser Neutralisationsverfahren') unter 
sonst gleichen Umstinden liefert. 


Hefeauszug von 15 Stunden ohne Neutralisieren; nach dem Filtrieren 
neutralisiert; 10 ccm (entspr. 75/81 g Trockenhefe) mit der gewéhnlichen 
Puffermenge versetzt und in 50 ccm unter Versuchsbedingungen wie oben 
bei 30° gepriift. In 50 Minuten betrug die Spaltung der Maltose 45,3°/, 
(beobachtet 7,90°, Abnahme 2,90°), woraus sich gemaéf unserer empirischen 
Kurve*) fiir den Extrakt der Zeitwert 58 Minuten berechnet. 

Hefeauszug von 24 Stunden unter Neutralisieren gleichzeitig aus der 
gleichen Hefe; 10 ccm (entspr. 100/116 g Trockenhefe, ergaben in 20 Mi- 
nuten 39,8°/, Maltosespaltung (beobachtet 8,25°, Abnahme 2,55°); Zeitwert 
29 Minuten. 

Der ohne Neutralisieren dargestellte Hefeauszug enthielt also 50°/, 
von der Maltase des Neutralextraktes. Und das Verhiiltnis ist bei den 
hier gewihlten Zeiten das giinstigste. Nach weiteren 9 Stunden Extrahieren 
ohne Neutralisation ergab sich in 40 Minuten nur 37,5 °/, Maltosespaltung 
(beobachtet 8,40°, Abnahme 2,40°), daher Zeitwert -73 Minuten. 


') Diese Zeitschr. Bd. 110, S. 236 (1920). 
*) Diese Zeitschr. Bd. 110, S. 237 (1920). 
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Beim Ausziehen getrockneter Hefe mit Wasser ohne 
Neutralisieren stért die auftretende Siure viel weniger als bei 
frischer. Denn sie geht rasch in die wifrige Fliissigkeit 
iiber und wird dadurch sehr verdiinnt. So erklirt es sich, daf 
es beim Verarbeiten von Trockenhefe unwichtig ist, den ent- 
stehenden Auszug zu neutralisieren oder ihn, wie Croft Hill*) 


vorschreibt, mit 0,1°/,iger Natronlauge zu bereiten. 

Zwei Ausziige wurden aus gleichen Mengen derselben Trockenhefe 
dargestellt, a) mit Toluolwasser, b) unter Neutralisieren; 10 com Extrakt a 
bewirkten in 30 Minuten 46,5 °/, Maltosespaltung (beobachtet 7,82°, Ab- 
nahme 2,98°), Zeitwert 36 Minuten. 10 ccm Extrakt b, die infolge der 
Volumvermehrung beim Neutralisieren nur 9,1 com des Auszugs a ent- 
sprachen, ergaben in 30 Minuten 48,4 °/, Maltosespaltung (beobachtet 7,70°, 
Abnahme 3,10°), Zeitwert 30 Minuten. 


Vergleicht man die bei der Verarbeitung frischer und 
trockener Hefe auftretende Siéure, so findet man nach der 
Indikatorenmethode von Sérensen die Wasserstoffzahl nicht 
erheblich verschieden (beobachtet etwa 6,2) und die Siure- 
menge zwar bei der Frischhefe gréfer, aber nicht viel gréfier 
als bei Trockenhefe. 

&8 g frische Hefe erforderten in 24 Stunden zur Neutralisation 27,2? ccm 


1°/oiges Ammoniak, 20 g Trockenhefe (aus 88 g derselben frischen Hefe 
erhalten) erforderten 21,0 ccm 1 °/,iges Ammoniak. 


Da beim Ausziehen trockener Hefe mit Wasser fast eben- 
soviel Maltase gefunden wird wie nach dem Neutralisations- 
verfahren, so ist nicht die in der Lésung vorhandene Siaure 
in dem Mafie der Maltase schidlich, wie man nach dem Ver- 
gleich der wiifirigen Extrakte frischer Hefe mit und ohne 
Neutralisieren erwarten sollte. Daher ist die Differenz zwi- 
schen den bei Gegenwart antiseptischer Mittel erhaltenen Aus- 
ziigen frischer Hefe mit und ohne Neutralisieren darauf zuriick- 
zufiihren, dafi die in der Zelle auftretende Siure daselbst 
nicht allein, was im ersten Abschnitt betont wurde, hemmend, 
sondern auBerdem auch zerstérend wirkt. Allerdings mufi er- 
wihnt werden, dafi die nicht neutralisierten Ausziige aus 
trockener Hefe viel haltbarer sind als die aus frischer Hefe. 
Sie sind reicher an Begleitstoffen, die schiitzend wirken. 


') Journ, Chem. Soc. Bd. 73, S. 634 (1898). 
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Das Neutralisationsverfahren zur Gewinnung von Maltase 
aus Frischhefe wird daher noch verbessert, wenn man durch 
Verfliissigung der Hefe mittels Chloroform beschleunigte Bil- 
dung und Abwanderung der Siure herbeifiihrt und dann nach 
Neutralisieren der entstandenen und unter zeitweiligem Neutra- 
jisieren der weiter auftretenden Saéure die Maltaselésungen 
fertigstellt. Uber die Extrakte, die mit Verfliissigung und 
Neutralisieren gewonnen werden, soll eine folgende Arbeit 
genauere Angaben mitteilen. 


III. Bestimmung in frischer Hefe. 


Die Wirkung der frischen Hefe auf Maltose bei Gegen- 
wart abtétender Mittel gibt noch kein Maf fiir ihren Maltase- 
gehalt. Fiirs erste sind die Maltasezeitwerte, die sich fiir die 
Hefe bei verschiedenen Pufferzusitzen und bei einem bestimm- 
ten Pufferzusatz fiir verschiedene Versuchsdauer ergeben, nicht 
durchweg konstant (s. die Tabelle). Das Optimum wird bei 
diesen Versuchen mit Chloroform gefunden beim Zehnfachen 
der in der Zeitdefinition vorgeschlagenen Puffermenge unter 
Verschiebung des Mischungsverhiltnisses der Phosphate auf 
Py = 7,2. Dafiir sind in 50 ccm Versuchsfliissigkeit erfor- 
derlich: 

420 mg Na, HPO, - 2 H,O (d. i. 7,0 ccm einer 6,0°/, igen 

Lésung von Na, HPO, - 2 H,0), 
135 mg KH,PO, (d.1i. 3,0 ccm einer 4,5°/,igen Lésung von 
KH, PO,). 

Die enzymatische Wirkung der Hefe ist unter diesen Um- 
stiinden ferner von dem abtitenden Mittel, z. B. Chloroform 
oder Toluol in merkwiirdigem Mafie abhingig, wie die in der 
folgenden Tabelle angefiihrten Versuche (Nr. 4, 5, 6) zeigen. 
Fiir den Vergleich sind von den Versuchen mit Toluol beson- 
ders diejenigen heranzuziehen, bei denen der dafiir optimale 
Pufferzusatz, niamlich die Phosphatmischung der Zeitwert- 
definition, aber in 10facher Menge, angewandt wurde. 

Bei Gegenwart von Toluol sind die Werte der Maltose- 
spaltung im allgemeinen niedriger als mit Chloroform. Es 
kommt aber vor, da in kurzer Versuchsdauer der Zeitwert 
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Maltasewirkung der frischen Hefe mit Chloroform 
und Toluol unter Anwendung von Puffern. 


1,1 g Hefe auf 50 ccm Versuchsfliissigkeit; 5°/oige Maltose; 30°. 











Abtitendes Puffer y Dreh 
Nr Mittel (0,25 ccm _— | ecm a nena Maltose- Patter 
‘| auf 50cem | Sku" primures eine UNg8- Ienaltung| “°twert 
Fidesigkeit) |prosre:|Phosphat] °** j*>nahme 
6 Phosphat (Minuten) (°) (°/o) (Minuten) 
, 7 3 80 1,67 26,1 87 
Pe cieaiecade 9 1 so | 1,35 | 21,1 | 130 
' 80 0,90 14.1 83 
2 | Chloroform . 6 4 90 230 36,0 49 
30 1,48 23,1 42 
Chloroform . 7 3 { 90 2.60 40,6 36 
‘ 30 1,65 25,7 33 
3 | Chloroform . 7 3 { 39 250 39,0 36 
30 1,50 23,0 39 
Chloroform . 7 3 { 80 2 50 39.0 36 
30 1,50 23,5 39 
Chloroform . 14 6 { 80 2.45 38.3 97 
4 | Toluol.... 5 5 80 0,55 8,6 —~ 
aemel ..... 6 4 80 0,55 8,6 — 
Chloroform . 7 3 80 1,30 20,38 140 
5 5 Teel. . x. 5 5 60 1,25 19,5 120 
Toluol .... 7 3 60 0,55 8,6 a 
Chloroform . 7 3 60 1,75 27,4 59 
30 0,30 4,7 _ 
6 | Toluol ... 5 5 fy 100 0,90 14,0 280 
165 1,25 19,5 320 
| 30 | 0,10 1,6 — 
Chloroform . 7 3 fy 100 0,95 14,8 260 
165 1,75 27,3 160 
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der Hefe bei Anwendung von Toluol giinstiger ausfallt als mit 
Chloroform und daf} sich erst bei lingerer Versuchszeit das. 
Verhiltnis umkehrt. Die Siureabgabe ist bei der Einwirkung 
von Chloroform auf den Hefepilz eine raschere, und es scheint 
dann leichter zu sein, mit Pufferzusatz nach einiger Zeit eine 
geeignete und gleichbleibende Wasserstoffionenkonzentration in 
der Zelle fiir die Dauer einzustellen als bei der langsamen 
Saiureproduktion der Hefe -bei Gegenwart von Toluol. Hier 
geniigt der zu Anfang giinstige Puffer bei langerer Versuchs- 
dauer nicht mehr fiir die Siure am Reaktionsorte. Wenn man 
in dem Wasser, worin die Hefe aufgeschlimmt ist, die aus 
ihr herausdiffundierende Saure mit Ammoniak titriert, so findet 
man bei der raschen Einwirkung des Chloroforms auf die Hefe 
in dem umgebenden Wasser friihzeitig einen grofen Teil der 
iiberhaupt entstehenden Siure; die Endwerte aber sind mit 


Chloroform und Toluol ihnlich, sogar bei letzterem hoher. 

Je 55 g frische Hefe wurden mit je 500 ccm Wasser und 8 ccm 
Chloroform bzw. Toluol angeschiittelt. Nach 30 Minuten wiesen Proben 
der mit Klirerde filtrierten Liésungen, nach der Indikatorenmethode mittels 
Methylrot gepriift, den py = 6,3 auf, zwei weitere nach 6 Stunden ent- 
nommene Proben ebenfalls tibereinstimmend py — 6,0. Zur Neutralisation 
verbrauchten aber nach 60 Minuten je 80°/, der Versuchsfliissigkeit mit 
Chloroform 5,4 ccm, derjenigen mit Toluol nur 0,5 ccm 1°/,iges Ammoniak. 

In einem andern Versuch (mit je 88 g Hefe und 132 ccm Wasser 
unter Zusatz von 5 ccm Chloroform bzw. Toluol) waren zur Neutralisation 
erforderlich bei Chloroform nach 20‘ bereits 11,2, nach 30‘ weitere 3,0, 
nach 45‘ + 4,2, nach 80‘ + 1,6, im ganzen 20,0 ccm 1°/,iges Ammoniak, 
Weitere Siure wurde nicht mehr gebildet. Bei Toluol wurden nach 50’ 
erst 1,7 com, nach 65‘ weitere 2,1, nach 80‘ + 1,0 cem 1°/,iges Ammoniak 
verbraucht, der 20ste ccm aber erst am Ende der vierten Stunde. Nach 
7 Stunden war die Produktion von Séure nach Verbrauch von 23,8 ccm 
1°/,igem Ammoniak beendet. 


Das Ziel dieser Versuche mit frischer Hefe war die quanti- 
tative Bestimmung ihrer Maltasewirkung nach dem Vorbild 
der Saccharasebestimmung von H. von Euler und seinen 


Schiillern'). Diese Absicht wird mit der bisherigen Versuchs- 


1) H. Euler und S. Kullberg, Diese Zeitschr. Bd. 71, S. 14 und 
zwar S. 20 (1911) und Bd. 78, S. 85 und zwar S, 93 (1911). — H. Euler 
und O. Svanberg, Diese Zeitschr. Bd. 105, S. 187 und zwar 8,194 (1919) 
und Bd. 106, 8. 201 und zwar S, 214 (1919). 


> 
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anordnung, naémlich mit der von Morris und von E. Fischer, 
nicht erreicht auch bei Anwendung eines Puffers, der viel 
stirker alkalisch ist als der Wirkungsbereich der Maltase. Die 
Bedingungen fiir die enzymatische Reaktion sollten gleich- 
mafiger sein, das Kindringen des Puffers zur Einstellung des 
giinstigen Milieus am Reaktionsorte verbessert werden. Line 
entscheidende Verbesserung besteht darin, dafi man zuerst 
rasche Verfliissigung der Hefe bewirkt, die Siurebildung und 
Saureabgabe der Hefe also auf einen kurzen Zeitraum zu- 
sammendrangt, und dann erst verdiinnt, neutralisiert und 
den Phosphatpuffer hinzufiigt. Vom Experiment E. Fischers, 
das bei Gegenwart von Toluol die Reaktion der frischen Hefe 
auf Malzzucker erzielte, unterscheidet sich das Verfahren, das 
zur quantitativen Bestimmung dieser Hefewirkung dient, in 
3 Punkten: rasche Verfliissignng der Hefe, Neutralisation der 
gebildeten Saure, Einstellung der fiir die Maltase giinstigen 
Wasserstoffzahl im Sinne von Sérensen und Michaelis. 

Unter den abtétenden Mitteln ist Toluol wegen seiner zu 
langsamen Wirkung unanwendbar. Chloroform ist nicht das 
giinstigste, weil das Ergebnis zu stark von seiner Menge ab- 
hiingt und die optimale Menge sehr niedrig liegt, so daf} leicht 
Differenzen vorkommen kiénnen. Am geeignetsten ist Essigester. 
Auch hier ist ein Einflufg der Menge auf die Maltasewirkung 
deutlich, aber er ist nicht so grof. Dieser Einfluf} der zu 
grofien Menge organischer Liésungsmittel besteht in einer Er- 
schwerung des Stoffaustausches zwischen der wifirigen Lésung 
und der Hefezelle, die zwar nicht mehr unversehrt ist, in der 
aber die Maltase noch verankert ist. 


Kinflu8 der Chloroformmenge. 


lig Hefe wurden durch Verrihren mit 2,5 ccm Chloroform in 10 
Minuten verflissigt; nach der Neutralisation bewirkten 10°/o davon in 
50 ccm 2,5°/oiger Maltosehydratlésung bei Gegenwart der in der Zeitwert- 
definition vorgeschriebenen Puffermenge bei 30° in 120 Min. 41,4°/o Maltose- 
spaltung (Drehungsabnahme 2,65 °, Zeitwert 47’), jedoch unter sonst gleichen 
Bedingungen nur 30,5°/o Spaltung (Drehungsabnahme 1,95°, Zeitwert 92’), 
wenn wihrend der Maltosespaltung weitere 0,5 ccm Chloroform zugegen 
waren. 











Bestimmung der Maltase in der Hefe. 167 


Je 1lg Hefe wurden a) mit 2,5, b) mit 5,0 und c) ebenfalls mit 
5,0 com Chloroform verfliissigt. Nach der Neutralisation bewirkten dann 
je 20°/o der drei Aufschlimmungen, von denen a) und b) bei Gegenwart der 
normalen, c) aber bei Gegenwart der fiinffachen Puffermenge zur Wirkung 
gelangten, in 100 ccm Versuchsflissigkeit 


a) in 40° 28,4°/o, in 110° 38,2°/o Maltosespalttung (Drehungsabnahme : 
1,50° bzw. 2,45°, Zeitwert 54° bzw. 51’), 

b) in 40° 13,3°/o, in 110’ 23,9°, Spaltung (Drehungsabnahme: 0,85° 
bzw. 1,53°, Zeitwert 115’ bzw. 144’), 

ce) in 40’ 17,2°/o, in 110’ 27,8°/o Spaltung (Drehungsabnahme: 1,10° 
bzw. 1,78°, Zeitwert 89’ bzw. 102’. 


Alle folgenden Versuche sind ausgefiihrt unter Zusatz der normalen 
Phosphatmischung in doppelter Menge (d. h. 60 mg Na, HPO,-2 H,O und 
45 mg KH, PO, in 50 ccm Versuchsfliissigkeit). 

Je 11g Hefe wurden a) mit 0,5, b) mit 1,0 und c) mit 2,0 ccm Chloro- 
form verfliissigt. Je 10°/o der neutralisierten Hefeemulsionen bewirkten 
dann in 50 ccm Fliissigkeit in 50’: a) 33,2°/,, b) 30,9°o und c) 21,8°/, 
Maltosespaltung (Drehungsabnahme: a) 2,13°, b) 1,98°, c) 1,40°; Zeitwert: 
a) 32’, b) 37’, c) 77’). 


EinfluB der Menge von Essigester. 


Nach der Verfliissigung mit 1, 2 und 3 ccm Essigester bewirkten je 
10°/, von je 1lg Hefe in 50 ccm Versuchsfliissigkeit in 40°: 27,8°/), 
26,2°/, und 25,7,°/, Spaltung (Drehungsabnahme: 1,78°, 1,68°, 1,65°; Zeit- 
wert: 38’, 42’, 44’). 

Bei Verwendung von 0,5, 1 und 2 ccm Essigester auf je 11g Hefe 
bewirkten gleiche Hefemengen in 60’ 20,0°/, 32,4°/, und 31,3°/, Maltose- 
spaltung (Drehungsabnahme: 1,28°, 2,08° und 2,00°; Zeitwert 111’, 40’ und 
43°) und in 95’ —, 39,0°/, und 37,5°/, Spaltung (Drehungsabnahme: —, 
2,50° und 2,40°; Zeitwert: —, 42’, 46’). 


Vergleich der Maltasewirkung mit Chloroform und Essigester. 


Zwei Proben von je llg der gleichen Hefe wurden mit 0,5 ccm 
Chloroform bzw. 1 ccm Essigester verfliissigt und neutralisiert. Je 20°/, 
dieser Mengen bewirkten in 100 ccm Versuchsfliissigkeit im Chloroform- 
versuch in 61’ 34,7°/,, in 114’ 46,8°/, Spaltung (Drehungsabnahme: 2,22° 
bzw. 3,00°), woraus sich der Zeitwert zu 35 bzw. 33 berechnet, und im 
Versuch mit Essigester in 61’ 35,9°/,, in 114’ 46,8°/, Spaltung (Drehungsab- 
nahme 2,30° bzw. 3,00°), Zeitwert aus beiden Beobachturgen 33. 

Fiir zwei Proben einer anderen Hefe, die ebenfalls mit 0,5 ecm Chloro- 
form bzw. 1 ccm Essigester verfliissigt wurden, von denen aber wahrend der 
Spaltungsreaktion die doppelten Mengen wie bisher, entsprechend 4,4 g 
Hefe auf 100 ccm Versuchsflissigkeit, zar Anwendung kamen, betrug die 
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Maltosespaltung nach 61’ im Chloroformversuch 37,3°/,, im Versuch mit 
Kssigester 36,9 °/, (Drehungsabnahme 2,39 ° bzw. 2,36°; Zeitwert 60‘ bzw. 62’). 


Aus diesen Versuchen ergibt sich fiir die Maltasebestimmung 
folgendes Verfahren: 

11g‘) Hefe werden im Becherglas mit 1 ccm Kssigester 
versetzt und mit einem Glasstab 4—6 Minuten lang verrieben, 
bis die Verfliissigung vollstindig geworden, Darauf wird die 
Hefe mit 20 ccm Wasser durchgeriihrt und alsbald tropfen- 
weise mit n/,, Ammoniak unter stetigem Riihren bis zur neu- 
tralen Reaktion versetzt, die man durch Tiipfeln auf hellblaues 
Lakmuspapier mit Vergleichsproben von destilliertem Wasser 
feststellt; erforderlich waren 7—9 ccm. Man wartet 10 
Minuten und vervollstindigt, wenn es nétig ist, die Neutra'i- 
sation, wozu nochmals bis 1,5 ccm n/,, Ammoniak erforder- 
lich sein kénnen. Die Hefesuspension wird nun in einen 50 ccm- 
Mefikolben iibergefiihrt, der knapp dafiir ausreicht. Zum Ver- 
suche entnehmen wir nach sorgfiltigem Umschiitteln mit der 
Pipette 20 com, zweckmiBig nicht mehr, die mit 5,0g wasser- 
haltiger Maltose und dem Puffer*) (120mg Na, HPO, - 2 H,0 
+ 90mg KH,PO,) ohne weiteren Zusatz eines antiseptischen 
Mittels auf 100 ccm gebracht werden. Messungen werden in 
zwei Intervallen ausgefiihrt, und zwar so, daf} eine der Be- 
obachtungen méglichst in die Nahe von 50°/, Maltosespaltung 
fiihrt, z. B. mit 40 und 80 Minuten Versuchszeit. 

Beispiel: Hefe der Léwenbrauerei in Miinchen, 28. VII. 20. 
Die Maltosespaltung mit den Proben von ?/; aus 11g ergab 
bei 30° in 60 Min. 2,73° Drehungsabnahme entsprechend 42,6°/, 
Maltosespaltung und dem Minutenwert 43, in 86 Min. 3,20° 
Drehungsabnahme entsprechend 50,0°/, Spaltung und dem 
Minutenwert 43. 

Auf Grund dieser Bestimmung in der frischen Hefe wird 
man die Ausbeute an Maltase bei der Verarbeitung frischer 





1) Diese Menge, die 2,5 g Trockenhefe entspricht, ist so gewihlt, dali 
das Ergebnis durch Division mit 2 auf die in der Zeitwertdefinition vor- 
geschriebene Menge (1g) Trockenhefe zuriickgefiihrt wird. 

*) Fiir die Hefe ist die Maltase-Zeitwertdefinition (Diese Zeitschr. 
Bd. 110, S. 238) dahin abgeidndert, daB die angegebene Puffermenge ver- 
doppelt ist. 
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und trockener Hefe verfolgen. Die wenigen bisherigen Be- 
obachtungen, die nur die Bedeutung von Beispielen haben, 
zeigen, da sich der gréfte Teil der Maltase aus der frischen 
Hefe gewinnen laft. Es kommt auch vor, daf} der Extrakt mehr 
Maltase als die Frischhefe enthalt, aber darauf soll erst ein- 
gegangen werden, wenn gréfieres Versuchsmaterial vorliegt. 

Frische Hefe der Léwenbrauerei (15. VII.) ergab den Zeit- 
wert 33, der nach dem Neutralisationsverfahren in 24 Stunden 
gewonnene Auszug den Zeitwert 38’ entsprechend 87 °/, Ausbeute. 

Frische Hefe der Liwenbrauerei (23. VII.) ergab den 
Zeitwert 63, der unter Neutralisieren in 24 Stunden bereitete 
Auszug den Zeitwert 54° entsprechend 117 °/o Ausbeute. 

Die Bestimmungsmethode wird ferner anzuwenden sein, 
um die Hefe der Brennereien und Brauereien hinsichtlich ihrer 
maltosespaltenden Kraft quantitativ zu priifen, wahrend man 
bisher nur ihre rohrzuckerspaltende Wirkung aus zahlreichen 
Angaben namentlich von Euler und seinen Mitarbeitern kannte. 
Um die Wirkung der Hefe auf die beiden Biosen zu ver- 
gleichen, ist es nétig, das Invertin in diesem besonderen Falle 
mit einem anderen Mafe als dem von C. O’Sullivan und 
F.W. Tompson’) und von Euler*) angegebenen zu messen. 
Anstatt die Saccharase durch die Zeit in Minuten zu definieren, 
die 0,05 g Priparat brauchen, um bei 15,5° 4 g Rohrzucker 
in 25 cem Lésung zu 75,75°o zu spalten, bestimmen wir mit 
der 10fachen Menge von trockener Hefe oder Praparat (0,5 g 
in 25 cem) bei 30° mit einer Lésung von nur 1,1875 g Rohr- 
zucker (entsprechend 1,25 g Maltosehydrat) die Zeit in Minuten 
bis zur Spaltung von 50%. Diese Angabe soll als _,,Ver- 
gleichszeitwert* fiir Saccharase bezeichnet werden. Fiir den 
Vergleich wirkt also ein und dieselbe Menge Hefe in dem 
nimlichen Volumen Lésung bei gleicher Temperatur auf gleiche 
Mengen Malzzucker und Rohrzucker ein, nur mit der Beson- 





1) Journ. Chem. Soc. Bd. 57, S. 834 und zwar S. 866 (1890). 

*) H. v. Euler, E. Lindberg und K. Melander, Diese Zeitschr. 
Bd. 69, S. 152, 157 (1910); H. v. Euler und S. Kullberg, Diese Zeitschr. 
Bd, 73, S. 385 (1911); H. v. Euler und O. Svanberg, Diese Zeitschr. 
Bd. 107, S. 269 (1919). 
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derheit, dafi fiir Maltase p, = 6,8, fiir Saccharase p,, = 4,3 
eingestellt wird. Hinen solchen Vergleich haben H. v. Euler 
und S. Kullberg?’) in vorliufiger Weise angestellt und die 
relative Reaktionsgeschwindigkeit in 8°/oiger Zuckerliésung 
fiir Maltase = 1 (bis 2) und fiir Bierhefeinvertin = 170 an- 
gegeben. 

Wir: fanden mit einer Miinchener Brauereihefe, daB fiir 
die Spaltung der Maltose 18mal mehr Zeit erforderlich war 
wie fiir die des Rohrzuckers. Und in einem unter Neutrali- 
sation dargestellten wafirigen Auszug der frischen Brauerei- 
hefe betrug das Verhiltnis zwischen Maltose- und Saccharose- 
spaltung 1: 30. 

Beispiele: 1. Hefe der Léwenbrauerei, 13. VII. a) Mal- 
tasebestimmung. Mit 2,2 g Hefe in 100 ccm in 60 Minuten 
2,40° Drehungsabnahme entsprechend 37,5°/o Spaltung und 
dem Zeitwert 29 Minuten. 

b) Saccharasebestimmung. Angewandt 0,55 g Hefe mit 
4,75 g Rohrzucker unter Zusatz von 2 ccm 20°/oiger NaH, PO,- 
Lésung in 100 ccm. Nach 30 Minuten betrug die Drehungs- 
abnahme 3,76° entsprechend 54,8°/o Spaltung. Saccharase- 
vergleichszeitwert 1,62 Minuten. 

2. Auszug aus der Hefe der Liéwenbrauerei vom 15. VII. 
nach dem Neutralisationsverfahren. (Volumvermehrung beim 
Neutralisieren 14,7 °%/o.) 

a) Maltasebestimmung. Mit 20 ccm Extrakt in 100 ccm 
wurden in 18 Minuten 2,15° Drehungsabnahme entsprechend 
33,6°/e Maltosespaltung gefunden. Zeitwert 39 Minuten. 

b) Saccharasebestimmung. Mit 1,25 cem Extrakt in 
100 ccm wurden in 25 Minuten 3,51° Drehungsabnahme ent- 
sprechend 51,2°/o Rohrzuckerspaltung gefunden. Saccharase- 
vergleichswert 1,30 Minuten. 


*) Diese Zeitschr. Bd. 73, S. 85 und zwar S. 96 (1911). 








Uber die Verarbeitung der Nitrate 
in organische Stickstoffverbindungen durch Schimmelpilze. 
Von 
S. Kostytschew und E. Tswetkowa. 


(Aus dem pflanzenphysiologischen Laboratorium der Universitaét St. Petersburg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 18. September 1920.) 





Nachdem durch klassische Untersuchungen Boussin- 
gaults’) nachgewiesen worden war, daf fiir Samenpflanzen 
Nitrate wohl die beste Stickstoffquelle vorstellen, tauchte die 
Frage auf, in welcher Weise sich der Ubergang von Salpetersiure 
zur Aminogruppe des Eiweifies vollzieht? Gegenwiartig ist 
die Annahme vorherrschend, dafi Salpetersiure iiber salpetrige 
Siure zu Ammoniak reduziert wird; erst danach soll die 
eigentliche Stickstoffresorption, die sich in der Synthese or- 
ganischer Stickstoffverbindungen offenbart, zustande kommen *). 
Doch schliefien sich nicht alle Forscher dieser Meinung an; 
einige setzen voraus, daf eine vollkommene Reduktion der 
Salpetersaéure nicht nétig ist und auch tatsichlich nicht zu- 
stande kommt. So behaupten z. B. Baudisch und Mayer’), 
dafi} die Nitratreduktion in Samenpflanzen einen direkten 
photochemischen Vorgang vorstellt und nicht zur Ammoniak- 
bildung fortschreitet. Zaleski*) und Suzuki’) haben zwar 


') J. B. Boussingault, Agronomie, chimie agricole et physiologie 
Bd. 1, S. 1—288 (1860). 

2) Trier, Uber einfache Pflanzenbasen und ihre Beziehung zum 
Aufbau der Eiweifstoffe und Lezithine S. 39 (1912). 

3) O. Baudisch und E. Mayer, Diese Zeitschr. Bd. 89, 8.175 (1914). 

*) W. Zaleski, Ber. d. deutsch. bot. Ges. Bd. 15, S. 536 (1897); 
Bd. 27, S. 56 (1909). 

5) U. Suzuki, Bot. Centralbl. Bd. 75, S. 289 (1898). 
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schon lingst dargetan, daf} griine Pflanzen nicht nur am 
Lichte, sondern auch in Dunkelheit Nitrate assimilieren, wenn 
sie iiber fertige Kohlenhydrate verfiigen, und diesen Angaben 
sind noch zahlreiche Ergebnisse verschiedener Forscher mit 
niederen Pflanzen anzureihen, doch weisen Baudisch und 
Mayer mit Recht darauf hin, daf alle diese Tatsachen der 
Annahme nicht widersprechen, daf} direkte photosynthetische 
Nitratassimilation allenthalben einen natiirlichen Vorgang 
vorstellt: Zaleski und Suzuki haben nur dargetan, daf 
Lichtstrahlen unter Umstiinden durch eine andere Energie- 
quelle, namentlich durch eine gesteigerte Kohlenhydratver- 
brennung ersetzt werden kénnen. 

Es ist in der Tat sehr wahrscheinlich, daf} griine Pflanzen 
eine direkte photochemische Reduktion der Nitrate bewirken; 
zugunsten dieser Annahme spricht wohl auch der Umstand, 
da bei Ausschlufs der Lichtwirkung Nitrate von allen 
Pflanzen schlechter assimiliert werden als Ammoniumsalze, 
indes am Lichte Nitrate unstreitig die beste Stickstoffquelle 
fiir griine Pflanzen vorstellen. Schimmelpilze, welche iiber 
keine photochemischen Induktoren verfiigen, gedeihen immer 
besser auf Ammoniumsalzen als auf Nitraten. Laurent’) 
suchte zwar nachzuweisen, daf} Nitrate fiir einige Schimmel- 
pilze die beste Stickstoffnahrung bilden, doch sind seine Re- 
sultate durch Ritter’) widerlegt worden. Dieser Forscher 
hat klargelegt, dafi bei richtiger Versuchsanordnung alle Pilze 
Ammoniumsalze bevorzugen, und nur einzelne Arten, wie 
z. B. Mucor racemosus, Cladosporium herbarum und Asper- 
gillus glaucus, auf Nitraten ein fast ebenso gutes Wachs- 
tum wie auf Ammoniumsalzen zeigen. In Betreff der 
Samenpflanzen liefern interessante Vegetationsversuche von 
G. Petrow *) folgende Hinweise: Das Verhalten der in Dunkel- 


1) EK. Laurent, Ann. Inst. Pasteur Bd. 2, 8. 593 (1888); Bd. 3 
S. 362 (1889). 

?) G. Ritter, Materialien zur Physiologie der Schimmelpilze S. 1 
bis 17 (1916); Russisch. 

5) G. Petrow, Stickstoffassimilation durch Samenpflanzen am Lichte 
und in Dankelheit S, 209 und 293 (1917); Russisch. 
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heit auf Zuckerlésungen unter aseptischen Kautelen gezogenen 
Samenpflanzen ist demjenigen der chlorophyllfreien Organismen 
analog, indem Ammoniumsalze weit vollkommener als Nitrate 
ausgenutzt werden, wenngleich letztere an und fiir sich wohl 
assimilierbar sind, wie es Zaleski und Suzuki schon 
lingst dargetan haben. 

Was die chemische Seite der Nitratassimilation anbelangt, 
so setzen Baudisch und Mayer voraus, dafi Nitrate iiber 
Nitrite nicht zu Ammoniak, sondern nur zu Nitrosyl reduziert 
werden. Der bei gleichzeitig stattfindender photosynthetischer 
Kohlenstoffassimilation entstehende Formaldehyd verbindet sich 
mit Nitrosyl zu Formhydroxamsiiure, die also als erstes stick- 
stoffhaltiges Assimilationsprodukt anzusehen wire. Bei Ein- 
wirkung ultravioletter Strahlen auf Nitrate in Gegenwart von 
Methylalkohol haben die Verfasser in der Tat Hydroxamsiure 
erhalten und ziehen hieraus den Schluf, dafi} analoge Vor- 
giinge auch in griinen Pflanzen am Sonnenlichte zustande 
kommen. 

Wir wollen darauf hinweisen, daf} die Assimilation des 
oxydierten Stickstoffs auch durch Vermittlung anderweitiger 
Reaktionen erfolgen kénnte. Will man schon eine unvoll- 
kommene Reduktion der Salpetersiure annehmen, so ist die 
Voraussetzung naheliegend, daf} die Nitratreduktion nur zur 
Bildung der Nitrite fiihrt, denn durch direkte Einwirkung 
salpetriger Siiure auf Ketone entstehen, wie bekannt, «-Iso- 
nitrosoketone '); die Oximgruppe kann aber leicht zur Amino- 
gruppe reduziert werden. Findet nun schliefilich eine oxyda- 
tive Spalitung der Kohlenstoffkette zwischen der Carbonyl- 
gruppe und dem benachbarten stickstoffreien C-Atom statt, 
so entsteht direkt eine «-Aminosiure ”). 

AuBerdem kénnte auch Hydroxylamin das Reduktions- 


1) V. Meyer und Zublin, Chem. Ber. Bd. 11, S. 322 (1878); 
Claissen und Manass, ebenda Bd. 22, S. 526 (1889). 

*) Dieser Reaktionsgang ist doch vielleicht wahrscheinlicher als die 
von Baudisch und Mayer in Betracht gezogenen Umwandlungen der 
Hydroxamsiuren, die zum Teil sehr problematisch sind, wie es die Ver- 
fasser selbst hervorheben, 
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produkt der Nitrate vorstellen: durch direkte Einwirkung von 
Hydroxylamin auf eine Carbonylgruppe wird ebenfalls die 
Isonitrosogruppe gebildet; anderseits liefert die Reaktion 
zwischen Hydroxylamin und Carbonsiuren die von Baudisch 
und Mayer in Betracht gezogenen Hydroxamsiure. Die 
weitere Reduktion der etwa gebildeten Isonitrosogruppe liefert 
direkt die Aminogruppe. Dieser Vorgang wire also beinahe 
antugonistisch demjenigen, den Neubauer und Fromherz') 
bei der biologischen Desaminierung der Aminosiuren an- 
nehmen. Auf diese Weise kiénnte z. B. Brenztraubensiure, 
ein ohne Zweifel éfters entstehendes Stoffumwandlungsprodukt 
der Pflanzen, glatt in Alanin tibergehen. 


CH, : CO. COOH 4- NH,OH——>CH, - C(NOH) - COOH + H, O 
CH, C(NOH) - COOH ———-> CH, - CH(NH,) - COOH. 


Die Bildung der Aminogruppe aus der Isonitrosogruppe 
kénnte auch durch Beckmannsche Umlagerung bewerk- 
stelligt werden: sind doch zahlreiche Fille eines Uberganges 
der Isonitrosogruppe in Amido- bzw. Lactamgruppe bekannt. 
Kine analoge intramolekulare Umlagerung setzt auch Bach’) 
voraus, der wohl als Erster den Vorgang der Nitratassimi- 
lation der griinen Pflanzen chemisch zu erliutern versuchte. 
Das durch Reduktion der Salpetersiiure entstandene Hydro- 
xylamin liefert, nach Bachs Annahme, mit dem photosyn- 
thetisch gebildeten Formaldehyd Formaldoxim, welcher durch 
intramolekulare Umlagerung in Formamid iibergeht. 


H—C = N(OH) >H—-C_NH, 


| ! 
H O 





Alle soeben erérterten, chemisch erklarbaren Fille der 
mdglichen Nitratreduktion haben wir erwahnt, um zu zeigen, 
daf} vom chemischen Standpunkt aus verschiedenartige biolo- 
gische Umwandlungen des oxydierten Stickstoffs annehmbar 
sind; nur direkte Experimente kénnen dariiber entscheiden, 
weiner bite: der richtige ist. 


‘) Neubauer und Fromherz, Diese Zeitschr. Bd, 70, 8. 32 (1911). 
?) A. Bach, Comptes rendus Bd. 122, S. 1496 (1896). 
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Nun wollen wir die bisher erhaltenen experimentellen 
Ergebnisse iiber Nitratreduktion durch griine Pflanzen kurz 
zusammenfassen. 

Nur Nitrite wurden als Reduktionsprodukt der Nitrate 
in Samenpflanzen aufgefunden. Laurent’) hat als Erster 
darauf hingewiesen, daf} salpetrige Saéure als ein Produkt der 
Nitratreduktion durch griine Pflanzen anzusehen ist. Doch 
sind die Ergebnisse des genannten Forschers nicht ganz zu- 
verlissig, da die Méglichkeit einer Mitwirkung der niederen 
Organismen in seinen Versuchen nicht ausgeschlossen war. 
Seitdem haben jedoch Godlewski und Polzeniucz’) Nitrit- 
bildung in reinen Kulturen der Samenpflanzen nachgewiesen, 
was bald darauf von Nabokich®*) bestatigt wurde. Als- 
dann haben verschiedene Forscher aufer Zweifel gestellt, 
dafi eine Reduktion von Salpeterséure zur salpetrigen Siure 
in Samenpflanzen nicht nur bei Sauerstoffzutritt, sondern 
auch bei SauerstoffabschluB stattfindet *). 

Das weitere Schicksal der Nitrite konnte jedoch nicht 
verfolgt werden, was wohl darauf zuriickzufiihren ist, dafi 
bei dem gegenwirtigen Stande der biochemischen Methodik 
derartige Versuche mit Samenpflanzen kaum ausfihrbar sind. 
Dagegen erscheinen die Stoffumwandlungen der Schimmelpilze 
einer experimentellen Untersuchung weit zuginglicher; aus 
diesem Grunde haben wir unsere Untersuchungen vorliufig 
nur mit diesen Objekten ausgefiihrt. Die mit Schimmelpilzen 
erhaltenen Resultate kénnen zwar auf Samenpflanzen nicht 
ungezwungen verallgemeinert werden, da die Nitratreduktion 
durch Schimmelpilze ohne Mitwirkung von Strahlenenergie 
vor sich geht, doch ist es wohl einleuchtend, daf} bei gegen- 


1) E. Laurent, Ann. Inst. Pasteur Bd. 4 (1890). 

*) E. Godlewski und Polzeniucz, Anz, d. Akad. d. Wiss. Krakau 
S. 227 (1901). 

5) A. Nabokich, Ber. deutsch. bot. Ges. Bd. 21, S. 398 (1903). 

*) Aso, Beih. z. bot. Chl. Bd. 15, 8. 208 (1903); Moddermann, 
Chem. Chl. 8. 377 (1888); Giustiniani, ebenda S. 930 (1896); Kastle 
and Elvove, Amer. chem. Journ. Bd. 31, 8,606 (1904); Mazé, Ann. Inst. 


Pasteur Bd. 25, S. 289 und 369 (1911); Bach, Biochem. Zeitschr. Bd. 52, 


8, 412 (1913). 
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wirtigem Sachverhalt eine jede experimentell begriindete 
Tatsache auf dem Gebiete der biologischen Nitratreduktion, 
wie iiberhaupt der Stickstoffassimilation, grofes Interesse 
darbietet. 

In Betreff der Nitratreduktion durch Schimmelpilze sind 
die Angaben verschiedener Forscher leider nicht immer zu- 
verlissig, da die nicht selten gleichzeitig stattfindende Des- 
aminierung der Aminosiiuren unter Ammoniakabspaltung nur 
zu oft aufer acht gelassen worden war. Bereits Schloesing 
und Muntz’) haben in Nitratkulturen der Schimmelpilze 
ganz geringe Ammoniakmengen entdeckt und ohne Bedenken 
auf eine Nitratreduktion zuriickgefihrt, da der Vorgang der 
Desaminierung zu jener Zeit noch gar nicht bekannt war. 
Es ist aber kaum zweifelhaft, daf} die Ammoniakausbeuten 
der genannten Forscher namentlich das Resultat einer Des- 
aminierung vorstellen. Aus eben demselben Grunde ist auch 
die Arbeit von Naigeli und Loew’) nicht beweiskriftig. 
Alsdann hat Laurent*) in einigen Nitratkulturen der 
Schimmelpilze Nitrite nachgewiesen, die aber ohne merkbare 
Regelmafigkeit zum Vorschein kamen. So ergaben z. B. 
Aspergillus niger und Aspergillus glaucus, die mit Nitraten 
ganz gut auskommen, nicht die geringste Menge von Ni- 
trit. K. Wolf‘) hat ebenfalls eine Nitritbildung in Nitrat- 
kulturen von Mucor Mucedo wahrgenommen. 

Vorstchend erwihnte altere Arbeiten liefern uns meistens 
nur vereinzelte, beiliufig gemachte Beobachtungen. In neuerer 
Zeit hat Hagem'®) dariiber berichtet, daf} in Nitratkulturen 
einiger Mucoraceen zuweilen Nitrite und Ammoniak ent- 
stehen. Doch hat der Verfasser bei scheinbar gleichen Ver- 
hiltnissen in verschiedenen Versuchen entweder Bildung oder 
Abwesenheit von Nitrit verzeichnet. Solche Resultate kénnen 


1) Schloesing et Muntz, Comptes rendus Bd. 86, S. 892 (1878). 

2) C. Nageli und O. Loew, Sitzungsber. Bayer. Akad. Bd. 10, S. 277 
(1880). 

®) KE. Laurent, Bullet. de l'Acad. de Belgique Bd. 20 S. 309 (1890). 

*) K. Wolf, Hygien. Rundschau Bd. 9, S. 546 (1899). 

5) Hagem, Untersuch. iiber norweg. Mucorineen (1910). 
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nicht ausschlaggebend sein, da die Bildung von normalen 
Zwischenprodukten der Nitratreduktion von leicht zu prazi- 
sierenden RegelmaBigkeiten abhingen soll. Ist nun keine 
RegelmaBigkeit der Nitritanhéufung vorhanden, so kann Ni- 
tritbildung als eine gelegentliche Nebenreaktion oder gar als 
eine pathologische Erscheinung betrachtet werden. 

Noch zweifelhafter sind die Angaben des Verfassers iiber 
Ammoniakbildung, die er nur qualitativ mit Nefilers Re- 
agens konstatierte, und zwar die Probe in Gegenwart von 
Zucker ausfiihrte. 

Auch die Arbeit von Kossowicz') hat, unserer Mei- 
nung nach, keine Lésung der Frage herbeigefiihrt. Der Ver- 
fasser hat eine grofie Anzah] der Schimmelpilze untersucht 
und teilt mit, daf} Pilze, die auf Nitraten zum guten Wachs- 
tum zu bringen sind, in einigen Fallen Nitrite und Ammoniak 
erzeugen. Auch dieser Forscher hat keine bestimmte Regel- 
miffigkeit von Nitrit- und Ammoniakbildung festgestellt, 
doch zieht er aus seinen Versuchen den Schluf, dafi Nitrate 
von Schimmelpilzen iiber Nitrite zu Ammoniak reduziert 
werden und daf} also nur Ammoniak mit organischen Stoffen 
Verbindungen eingeht. Es ist jedoch einleuchtend, daf} diese 
Behauptung auf keiner soliden Unterlage fufit: hat doch 
Butkewitsch*) dargetan, dafi Schimmelpilze sehr grofe 
Mengen von Aminoséuren unter Ammoniakbildung bei Zucker- 
mangel desaminieren. Zum mindesten sollte Kossowicz 
Kontrollversuche bei Abwesenheit von Nitraten ausgefiihrt 
haben, bevor er sein Urteil fallte. Doch hat er dies ver- 
nachlassigt und selbst keine quantitativen Ammoniakbestim- 
mungen ausgefiihrt; die ganze Frage der sekundéren Am- 
moniakbildung hat er gar nicht erwahnt. 

Nur die neueste Arbeit von G. Ritter*) lieferte ein- 
deutige Resultate in Betreff der Nitritbildung durch Schimmel- 
pilze. Der genannte Forscher hat nachgewiesen, daf in 
Nitratkulturen der Schimmelpilze immer Nitritbildung fest- 


') Kossowicz, Biochem. Zeitschr. Bd. 67, S. 400 (1914). 
7) Butkewitsch, Jahrb. f. wiss. Botanik Bd. 38, S. 147 (1902). 
5) G. Ritter a. a. O. 
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gestellt werden kann, wenn man nur dafiir sorgt, dab die 
Reaktion der Nahrlésung alkalisch bleibt. Wahrend der Aus- 
fiihrung unserer Untersuchungen, die mittels anderweitiger 
Kunstgriffe ebenfalls eine regelmiffige Anhiufung der Nitrite 
in Nitratkulturen der Schimmelpilze zum Vorschein gebracht 
haben, war die Rittersche Arbeit noch nicht veréffentlicht. 

Von den spateren Stufen der Nitratassimilation glaubt 
Ritter annehmen zu diirfen, dafi Nitrite zu Ammoniak redu- 
ziert werden; doch hilt er eine experimentelle Bearbeitung 
dieser Frage fiir nicht méglich, da die primire Ammoniak- 
bildung von dem Resultate der Desaminierung maskiert sein 
soll. Unsere nachstehend beschriebenen Versuche zeigen je- 
doch, da dieses pessimistische Urteil nicht berechtigt ist. 

Kigene Versuche wurden mit Schimmelpilzen Asper- 
gillus niger und Mucor racemosus ausgefiihrt. Es ist schon 
lingst bekannt, daf} beide Pilze auf Nitraten gut gedeihen. 
Aspergillus niger bietet den Vorteil, dafi sein Mycelium ein 
betrachtliches Gewicht erreicht und also grofie Mengen von 
Nahrstoffen verarbeitet. Anderseits ist Mucor racemosus in 
der Beziehung beachtenswert, dafi} er aufserordentlich gut 
Nitrate assimiliert und auch auf Nitriten zum guten Wachs- 
tum zu bringen ist. Beide Pilze wurden auf fliissiger Lésung 
folgender Zusammensetzung gezogen. 


In 1 Liter: Rohrzucker ... . 50g 
KH, PO, lg 
MgSO, lg 
NS (5 a eree! Sw Spur 


Als Stickstoffquellen dienten verschiedene Mengen Kalium- 
nitrat oder Kaliumnitrit. Das Wachstum von Aspergillus 
wurde durch Zusatz einer Spur ZnSO, sehr giinstig beférdert. 

Ein jeder Kulturkolben enthielt 100 com Nahrlésung und 
wurde im Autoklaven bei 120° im Verlaufe von 20 Minuten 
sterilisiert. Aspergillus niger wurde bei 34°, Mucor race- 
mosus bei 25° gezogen. Das Wachstum der Pilze war 
immer ein ausgezeichnetes; so lieferte z. B. Aspergillus 
niger bereits nach 2'/, Tagen iippige zusammenhingende 
Decken. Als ein héchst wichtiges Verfahren erwies sich der 
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Ersatz der Nahrlésung unmittelbar vor Beginn des Versuches 
durch eine frische Lésung entsprechender Zusammensetzung. 
Nur dieser Methodik verdanken wir die Lésung einiger schwie- 
riger Fragen. Durch besondere Einrichtungen, deren Beschrei- 
bung wir fiir tiberfliissig halten, lief} sich das Wechseln der 
Lésungen unter aseptischen Kautelen bewerkstelligen; unsere 
Kulturen waren immer rein geblieben, was auch die wieder- 
holt ausgefiihrte Kontrolle bestiatigte. 


1. Versuche mit Aspergillus niger. 


In erster Linie haben wir uns bemiiht, die Regelmifiig- 
keit der Nitritbildung und den Ursprung des Ammoniaks in 
lange dauernden Kulturen aufzukliren. In allen unseren Ver- 
suchen wurden Ammoniakbestimmungen mittels Destillation 
bei vermindertem Druck in Gegenwart von Kalkhydrat aus- 
gefiihrt!). Eine Wiederholung der Butkewitschschen Ver- 
suche ergab, dafs Peptonkulturen grofe Ammoniakmengen 
durch Desaminierung bilden: 

Kine 7tagige Kultur. Stickstoffquelle 2,5 g Pepton. Die 
Ammoniakbestimmung ergab: NH, = 18,6 mg. 

Eine 11tigige Kultur, unter denselben Verhiltnissen ge- 
zogen, ergab: NH, =211,8 mg. 

Ks ist nun einleuchtend, dafi auch in Nitratkulturen durch 
Desaminierung der Spaltungsprodukte der Plasmaeiweifie Am- 
moniak erzeugt werden kann. 

In weiteren Versuchen wurde immer ein mehrmals um- 
kristallisiertes Praiparat von Kaliumnitrat als Stick#toffquelle 
verwendet. Eine jede Kultur erhielt immer 0,75 g KNO,, 
also 0,103 g Nitratstickstoff. 

Die erste Versuchsserie hatte den Zweck, die Bedingungen 
der Nitritanhiufung festzustellen. Es wurden nur qualitative 
Proben auf Nitrit nach Griess ausgefiihrt. Auferdem haben 
wir auch Proben auf Hydroxylamin und auf Hydroxamsiduren 
angestellt. Fiir den Nachweis von Hydroxylamin bedienten 


1) P. Rona, Abderhaldens Handb. d. biochem. Arbeitsmeth. Bd. 3, 
S. 771 (1910). 
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wir uns der modifizierten Tschugajewschen Dioximinreak- 
tion, die iufferst empfindlich und vollkommen zuverlissig ist. 
Tschugajew') hat diese Reaktion als eine scharfe Probe 
auf Nickelsalze empfohlen, doch kann sie auch fiir den Nach- 
weis von Hydroxylamin in folgender Modifikation dienen. 
Versetzt man sehr verdiinnte Lésung von einem Hydroxyl- 
aminsalz mit etwas Diacetylmonoxim CH, -CO-C(NOH) - CH, 
und Spur eines Nickelsalzes, so entsteht bei schwach alka- 
lischer Reaktion der charakteristische hochrote Niederschlag 
der komplexen Dimethylglyoximnickelverbindung: 


CH, —C =NO—Ni—ON=C—CH, 


CH,—C=NOH HON=C—CH, 


Die Betrachtung der charakteristischen Kristalle unter 
dem Mikroskop sichert vor jedem Irrtum. Dies ist zweifel- 
los die beste Probe auf Hydroxylamin. Nach Hydroxamsiuren 
haben wir mit Ferrichlorid gefahndet. Unsere Versuche er- 
gaben ganz eindeutig, dafs in Gegenwart von Zucker gar keine 
Anhiufung von Nitrit und Ammoniak stattfindet, was wohl 
auf ein Uberwiegen synthetischer Vorginge zuriickzufiihren ist. 

Um eine regelmiBige Bildung von Nitrit zu erzielen, 
haben wir folgenden Weg eingeschlagen. Vom Gedanken 
ausgehend, day Hemmung synthetischer Vorgiinge eine Bildung 
von intermediiren Produkten der Nitratverarbeitung zur Folge 
haben soJl, liefen wir unsere Kulturen eine Zeitlang entweder 
bei Abwesenheit von Zucker oder bei Sauerstoffabschluf ver- 
bleiben, was auch in der Tat immer Nitritanhiéufung hervor- 
rief. Besonders deutliche Resultate lieferten Versuche ohne 
Zuckergabe. Zu diesem Zweck haben wir zwei gleichzeitig 
gezogene Kulturen auf folgende Weise behandelt: die Niahr- 
lésung wurde abgegossen, die untere Fliche der Pilzdecken 
mit destilliertem, sterilisiertem Wasser wiederholt abgespiilt 


1) L. Tschugajew, Zeitschr. f. analyt. Chemie Bd. 46, 8. 144 
(1905); Chem. Ber. Bd. 39, S. 2692 (1906); Bd. 40, S. 83498 (1907); Bd. 41, 
S, 2246 (1908). 
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und alsdann frische Lisungen eingegossen. Die eine Kultur 
erhielt Nitratlésung mit 5°/o Zucker, die andere aber erhielt 
Nitratlésung ohne Zucker. Nach einigem Stehenlassen haben 
wir in der zuckerfreien Kultur jedesmal Nitrit nachweisen 
kénnen, indes in der Zuckerkultur gar keine Spur von Nitrit 
vorhanden war. Daf} Nitrit ein Umwandlungsprodukt des 
Nitrats vorstellt, beweisen Versuche, in denen die urspriing- 
liche Nihrlésung durch destilliertes Wasser ersetzt worden war. 
In diesem Falle war gar keine Nitritbildung zu verzeichnen. 
Bei Sauerstoffabschluf bildete sich Nitrit auch in Gegenwart 
von Zucker, da der streng aerobe Pilz an Mangel der fiir 
synthetische Vorginge notwendigen Energie litt. 

Proben auf Hydroxamséiuren und Hydroxylamin fielen 
immer negativ aus. Auch Versuche, die etwa gebildete Iso- 
nitrosogruppe mit Salzsiure zu verseifen und dann Hydroxyl- 
amin zu entdecken, ergaben in verschiedenen Fallen durchaus 
negative Resultate. 

Die zahlreichen Versuche iiber Nitritbildung ergaben 
vollkommen eindeutige Resultate. In der Tabelle 1 sind einige 
Ergebnisse mit Kulturen von verschiedenem Alter zusammen- 
gestellt. 

Die Resultate der in Tabelle 1 zusammengestellten Ver- 
suche erlauben wohl den Schluf zu ziehen, dafi Salpeter- 
siure regelméBig zur salpetrigen Séure reduziert 
wird. 

In der zweiten Versuchsserie haben wir den Ursprung 
des Ammoniaks in lange dauernden Kulturen aufgeklart. Mit 
voller Bestimmtheit ergab es sich, dai eine betrichtliche 
Ammoniakanhiufung in alten, bereits an Zuckermangel leidenden 
Kulturen mit der Nitratreduktion gar nichts zu tun hat und 
auf eine Desaminierung der Eiweifiabbauprodukte zuriickzu- 
fiihren ist. Dafiir sprechen folgende schlagende Tatsachen: 

1. Nicht nur in Gegenwart von Nitrat, sondern auch auf 
reinem Wasser entstehen immer grofe Ammoniakmengen. In 
einigen Fallen waren die Ammoniakausbeuten auf Wasser 
gréfier als auf Nitrat- oder Nitritlésungen. Die Schwankungen 
der Ammoniakmengen in verschiedenen Kulturen sind nur auf 
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Tabelle 1. Versuche iiber Nitritbildung 
(Aspergillus niger). 
Alter Ver- | Reak- - 
Nr.des} der Pilz wihrend des Versuchs auf suchs- on suf} 
Ver- | Kultur dauer | HNO, 
EE gsr folgendem Substrat i is 
Tagen Tagen |Griess Zucker 
3 7 | Urspriingliche Nihrlésung . 0 — +. 
4 8 . ‘ ; 0 — a 
i) 9 . ” 0 — +. 
6 14 : 0 + oe 
7 8 }|100ccm Wasser + 0,75g KNO, * dg Kee 6 — 
7 8 |100ccm , +40, 15 g KNO, : 6 4 - 
7 8 |100ccm , 6 -- - 
7 8 |100ccm _, re 0,75; g KNO, . ; 6 4- _ 
7 8 }100ccm , -+0,75gKNO, 6 +- — 
7 8 |100ccm , 5 wy Gees 6 oo — 
8 10 |100 ccm H,O + 0,75g KNO, +- 5g Zucker 3 ~- 
8 10 {100 ccm Wasser + 0,75g KNO, . .. . 3 + — 
8 10 |100 ccm Pe: cig aoa a ieee 3 ~ 
9 7 |100 ccm Wasser sail 0,75 hei KNO, 7 ot 
9 7 1100 ccm ° 7 - 
10 7 |100 com Wasser “ 0,75 ie ein os 7 a - 
10 7 1100 ccm if ee 7 — 
11 7 |100 ccm Wasser 7 0, se KNO, 7 + 
11 7 1100 cem ‘ 7 — 
12 11 |100 ccm Wasser ii 0,75 a KNO, 7 + -- 
12 11 | 100 ccm ‘ 7 —— - 
13 12 | 100 ccm Wasser -" 0,75 - KNO, 7 + - 
13 12 |100 ccm se 7 ~~ 
14 7 {100 com Wasser ids 0,75 es KNO, 21 4- — 
14 7 1100 ccm . 21 a 
15 7 |100 com Wasser bas 0,75 8 KNO, 21 -t _ 
15 7 $100 ccm . 21 -— —_ 
16 4 |100 com Wasser + 0,75 g KNO, + CaCO, 
+ 2g Zucker im Wasserstoffe . 3 a 2 
17 3 1100 ccm Wasser -+- 0,75 g KNO, + CaCO, 
+ 2g Zuckerim Wasserstoffe. . . 3 +- +- 
17 3 {100 ccm Wasser , GS ; 3 ~ . 
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' ungleiche Uppigkeit und ungleichen Stickstoffgehalt der Pilz- 
- decken zuriickzufiihren. 

2. Beim dauernden Verweilen der Pilzkulturen auf zucker- 
freien Lésungen sind Aminosiuren als Material fiir die Ammoniak- 
bildung in der Lésung vorhanden. 

3. Wo betriichtliche Ammoniakmengen bzw. Aminosiuren im 
Substrate nach dauerndem Zuckermangel auftreten, sind die 
Mycelien immer erschépft und enthalten auffallend wenig Stick- 
stoff; es findet also unter derartigen Umstianden eine starke 
Autolyse statt. So haben wir im Versuche 22 (Tabelle 2) 
gezeigt, da eine Kontrollkultur, die mit den Versuchskulturen 
gleichzeitig gezogen wurde, 55 mg Stickstoff im Micelium ent- 
hielt, indes der Stickstoffgehalt der beiden im Verlaufe von 
7 Tagen auf Wasser bzw. Nitratlésung belassenen Mycelien 
gleich 17,8 resp. 10,6 mg war. Im Versuche 24 haben wir 
ebenfalls in Kontrollkulturen 39 resp. 41 mg, in Versuchs- 
kulturen aber 15 resp. 10 mg Stickstoff im Mycelium gefunden. 

4. Die Ammoniakbildung auf reinem Wasser ist keines- 
wegs darauf zuriickzufiihren, daf} die schon friiher in Hyphen 
aufgespeicherten Nitrate einer Reduktion anheimfallen, denn 
im Mycelium ist niemals Nitrat oder Nitrit zu entdecken und 
die Stickstoffbestimmungen nach Kjeldahl und nach Jodl- 
bauer ergeben immer ganz gleiche Resultate. Wir haben 
wiederholt folgende Priifungen ausgefiihrt: junge, auf Nitrat 
geziichtete Pilzdecken wurden aufgehoben, mit Wasser griindlich 
abgespiilt, dann entweder mit Quarzsand zerrieben und in 
Buchnerscher Presse abgepreBt, oder mit Wasser abgekocht. 
Weder Prefisaft noch Kochsaft gaben die aufserst empfind- 
lichen Proben auf Salpetersiure, salpetrige Saiure und Hydro- 
xylamin. 

Aus Versuchen der Tabelle 2 ist ersichtlich, dafi bereits 
nach 7 tagigem Verweilen auf zuckerfreien Liésungen eine sehr 
betrichtliche Autolyse der Mycelien nebst ausgiebiger Ammoniak- 
bildung zustande kommt. Bedenkt man nun, dafi bei normaler 
Pilzentwicklung auf allgemein iiblichen Nihrlésungen der Zucker 
in wenigen Tagen vollkommen verbraucht wird, so mufi man 
zur Uberzeugung gelangen, da® simtliche Ammoniakbe- 
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stimmungen in alten Nitratkulturen, die von Kossowicz’) 
und anderen Forschern ausgefiihrt waren, in keinem Falle eine 
primare Nitratreduktion beweisen kénnen*). Alle diese Forscher 
hatten zweifellos nur mit sekundiérer Ammoniakbildung zu 
tun; eine primaére Reduktion der Nitrate zu Ammoniak 
wurde bisher noch niemals dargetan. 

Aus Tabelle 2 ist ersichtlich, daf} nach 4 tiagigem Ver- 
weilen auf zuckerfreien Lésungen die Ammoniakbildung ge- 
ringer ist als nach 7tagigem Hungerzustande. Nach 38 tigigem 
Zuckerhunger ist noch gar keine Ammoniakbildung zu ver- 
zeichnen. Das Verhalten der auf Nitritlésung belassenen 
Kulturen ist dasselbe wie bei Nitratkulturen. 

In unseren Versuchen wurden die Bestimmungen des Ge- 
samtstickstoffs in Mycelien nach Jodlbauer und nach Kjel- 
dahl, die Bestimmungen des Stickstoffs der Aminogruppen im 
Substrate nach der Formolmethode von Sérensen®*) ausgefiihrt. 
Im Versuche 28 wurden auch Bestimmungen des Nitritstick- 
stoffs nach der kolorimetrischen Methode von Griess*) gemacht. 
Diese Methode haben wir kontrolliert und empfehlenswert ge- 
funden. Es ergab sich, dafi sowohl in Gegenwart als bei Abwesen- 
heit von Zucker betrichtliche HNO,-Mengen assimiliert wurden. 
Die Zuckerkultur hat 35 mg, die zuckerfreie aber 12,9 mg 
Nitritstickstoff verbraucht. Neben dem Versuch 28 haben 
auch andere Versuche, auf deren Wiedergabe wir verzichten, 
auBer Zweifel gestellt, daB nach 2- bis 3tagigem Verweilen 
auf zuckerfreien Lésungen noch keine Desaminierung eintritt. 
Sollte es also gelingen, in sehr kurzdauernden Versuchen eine 
Ammoniakanhiufung zu erzielen, so wire es héchst wahr- 
scheinlich, da eine primire Ammoniakbildung vorliegt. Diese 
Wahrscheinlichkeit wiirde zur Gewibheit erhoben, wenn die 


') Kossowicz a.a, O. 

*) Unsere Pilzkulturen auf 100 ccm 5°/, iger Zuckerlisung haben immer 
die Gesamtmenge von Zucker nach 5 Tagen vollkommen verbraucht. 

5) §. P. L. Sérensen, Comptes rendus des trav. du labor. de Cars- 
berg Bd. 7, S. 1 (1907); H. Jessen-Hansen, Abderhald. Handb. d. bioch. 
Arb. Bd. 6, S. 262 (191). 

*) Ilosway, Bull, soc. chim. [2], Bd. 2, 8S. 317 (1902). 
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Ammoniakbildung in Gegenwart von Zucker erfolgte, da wir 
durch zahlreiche Versuche festgestellt haben, daf} in Gegenwart 
von Zucker auch spurenweise Desaminierung in jungen Kulturen 
nicht zustande kommt’). 

Diese Betrachtungen dienten uns als Leitfaden bei der 
Ausfiihrung von Versuchen, deren Zweck war, die primire 
Bildung von Ammoniak- und Aminostickstoff aus oxydiertem 
Stickstoff zu erliutern. In diesen Versuchen wurden immer 
Nitratkulturen auf Lésungen von Kaliumnitrit iibertragen. Da 
salpetrige Siure sich als Zwischenprodukt der Nitratverarbei- 
tung erwies, so erachteten wir es als empfehlenswert, vom 
Nitrit auszugehen. Eine jede Versuchslésung (100 ccm) ent- 
hielt immer Nitrit und war entweder zuckerhaltig (5 g in 
100 eem) oder zuckerfrei. Die neutrale Reaktion der Lésung 
wurde durch Zusatz von Calciumcarbonat in UberschuB ge- 
sichert. Unter diesen Verhiltnissen wird Nitrit durch Nitrat- 
kulturen von Aspergillus niger kraftig assimiliert, und es ist 
also durchaus nicht nétig, auf Nitritlésungen gezogene Kul- 
turen zu verwenden. Das Wachstum von Aspergillus niger 
auf Nitritlésungen ist ein sehr langsames, und durch Experi- 
mentieren mit Nitratkulturen haben wir viel Zeit erspart. 

Die Resultate von dieser Versuchsserie sind in Tab. 3 
zusammengestellt. Sie ergaben folgendes: 

1. Kulturen, die im Verlaufe von 48 Stunden auf Nitrit- 
lésungen belassen worden waren, haben in Gegenwart von 
Zucker fast die Gesamtmenge von Nitrit verbraucht (bei Ab- 
wesenheit von Zucker war der Nitritverbrauch ein viel gerin- 
gerer). Doch scheint die gréfte Menge von Nitritstickstoff 
bereits von den Pilzhyphen aufgenommen zu sein, da der 
Stickstoffgehalt der Lésung ein ganz geringer ist. Ammoniak 
ist in der Lésung gar nicht aufgefunden worden, Aminostick- 
stoff entsteht nur in Gegenwart von Nitrit, nicht aber auf 
reinem Wasser. Diese Ergebnisse zeigen, daf} nach Ablauf 
von 48 Stunden die Stickstoffassimilation bereits so weit vor- 
geschritten ist, daf} die Frage nach der primaéren Ammoniak- 


1) Eine Wiedergabe dieser Kontrollversuche halten wir fiir iiberflissig. 
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bildung durch so lange dauernde Versuche nicht gelést werden 
kann. 

2. Auch 24stiindige Versuche ergaben analoge Resultate. 
In diesen Versuchen wurde Ammoniak gar nicht, Aminostick- 
stoff nur in Gegenwart von Nitrit gebildet. Die gréfite Menge 
von Nitritstickstoff wurde aber bereits vom Mycelium assi- 
miliert, wie es besonders deutlich die Ergebnisse des Ver- 
suches 34 zeigen. In diesem Versuche haben wir eine voll- 
kommene Stickstoffbilanz ermittelt. Die Kulturen wurden auf 
Nitratlésungen gezogen, deren Stickstoffgehalt analytisch be- 
stimmt worden war. Am Anfang des Versuches haben wir 
die Nahrlésung quantitativ von der Pilzdecke getrennt und 
den Stickstoffgehalt der Lésung wiederum nach Jodlbauer 
ermittelt. Die Differenz der beiden Stickstoffbestimmungen 
ergibt die Menge des Myceliumstickstoffs am Anfang des Ver- 
suches. Der Stickstoffgehalt der frischen Nitritlésung war 
ebenfalls analytisch festgestellt. Nach 24stiindigem Verweilen 
der Pilzdecke auf dieser Lésung haben wir Bestimmungen des 
Gesamtstickstoffs in Mycelium und Lésung ausgefihrt und 
auBferdem den Ammoniakstickstoff, Aminostickstoff und Nitrit- 
stickstoff in Lésung ermittelt. Es ergab sich, da in Gegen- 
wart von Zucker der gréfte Teil des verbrauchten Nitrit- 
stickstoffs sich im Mycelium wiederfindet. Im Versuch 32 
erhielten wir dasselbe Resultat durch eine indirekte Methode, 
namentlich durch Vergleich des Stickstoffgehaltes der Zucker- 
kultur mit demjenigen der beiden Kontrollkulturen, die gleich 
am Anfang des Versuches aufgehoben und analysiert wurden. 
Auch 24stiindige Versuche sind also von zu langer Dauer. 

3. Dagegen haben 12stiindige Versuche eine vollkommene 
Lésung der Frage herbeigefiihrt. Bereits die ersten Versuche 
ergaben ganz deutliche Resultate. Nach 12stiindigem Ver- 
weilen der Pilzdecken auf Nitritlésungen ist in der Lésung 
Ammoniakstickstoff und Aminostickstoff nachweisbar, und 
zwar in Gegenwart von Zucker. Beachtenswert ist der 
Umstand, dafi der Verbrauch des Nitritstickstoffs der Summe 
der Mengen von gebildetem Ammoniak- und Aminostickstoff 
ziemlich genau entspricht. Weder auf reinem Wasser noch 
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auf nitritfreien Zuckerlésungen war auch eine Spur von Am- 
moniak und Aminostickstoff aufgefunden. 

Die im Versuch 37 auf vorstehend beschriebene Weise 
ausgefiihrte Bestimmung der gesamten Stickstoffbilanz ergab 
in der Tat, dafi die Menge des Myceliumstickstoffs im Ver- 
laufe des Versuches unverindert bleibt. Bedenkt man, dafi 
der Stickstoffgehalt des Myceliums am Anfang des Versuches 
auf Grund von zwei gesonderten Bestimmungen berechnet 
wird, so wird man wohl die Zahlen des Myceliumstickstoffs 
als gut tibereinstimmende betrachten. Der Verbrauch des 
Nitritstickstoffs deckt sich mit der Summe des Ammoniak- 
und Aminostickstoffs. 

4, Auch ganz kurzdauernde, 5stiindige Versuche ergaben 
dieselben Resultate; nur war in diesem Falle sowohl Nitrit- 
verbrauch als Bildung von Ammoniak und Aminostickstoff 
schwicher als in 12stiindigen Versuchen. Selbst nach 2stiin- 
digem Verweilen auf zuckerhaltigen Nitritlésungen haben wir 
sowohl Nitritkonsum als Ammoniakbildung festgestellt; doch 
war in diesen Versuchen noch keine Bildung von Aminostick- 
stoff zu verzeichnen. 

Durch alle diese Ergebnisse wurde dargetan, dafi 
Nitratstickstoff iiber Nitritstickstoff in Ammoniak- 
stickstoff und in Aminostickstoff iibergeht. Vergleicht 
man die Resultate verschiedener Versuche aus Tabellen 2 und 3, 
so wird man wohl ersehen, dafi in unseren Versuchen eine 
Verwechslung der primaéren Ammoniakbildung mit der sekun- 
diren Desaminierung ausgeschlossen war, da beide Vorginge 
nicht zu gleicher Zeit hervortreten und in Gegenwart von 
Zucker eine Desaminierung iiberhaupt ausbleibt. 

Um MiBverstiindnissen vorzubeugen, haben wir einige Be- 
stimmungen des Aminostickstoffs nicht nur nach der Formol- 
methode, sondern auch nach dem volumetrischen Verfahren von 
van Slyke’) ausgefiihrt. Beide Methoden ergaben gut iiber- 
einstimmende Resultate. 





1) D. D. van Slyke, Journ. of Biolog. Chemistry Bd. 9, S. 185 
(1911); Abderhaldens Handb. d. biochem. Arbeitsmeth. Bd. 5, S. 995 
(1912); Bd. 6, S. 278 (1912). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXI. 14 
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Aus Resultaten der Tabelle 3 ist der Schluf zu ziehen, 
daf} Nitritstickstoff zu Ammoniakstickstoff reduziert wird. Auch 
wurde zum erstenmal eine primiare Bildung von Aminostickstoft 
aus anorganischem Stickstoff durch Pilze nachgewiesen und 
hierdurch die von verschiedenen Verfassern aufgeworfene Frage 
nach dem Mechanismus der Eiweifisynthese in Pflanzen in dem 
Sinne geliést, dafi} nicht direkt Eiweif} gebildet wird, wie es 
einige Autoren annehmen’), sondern dafi zunichst Aminosiuren 
entstehen*), durch deren Verkettung alsdann gréf ere Molekiil- 
komplexe aufgebaut werden. Vom chemischen Standpunkte 
aus ist auch dieser Weg der theoretisch einzig mégliche. 

Ks ist leicht einzusehen, daf} der Erfolg unserer Ver- 
suche einzig und allein der Methode der frischen Lésungen 
nebst sehr kurzer Versuchsdauer zu verdanken ist. Die ur- 
spriinglichen Nahrlésungen enthalten oft verschiedene Produkte 
der Desaminierung und erlauben also keine eindeutigen Schliisse 
zu ziehen. 

Merkwiirdig ist der Umstand, daB die aus Nitrit ent- 
standenen Ammoniak- und Aminostoffe ausschliefilich in der 
Lésung enthalten sind und die Menge des Myceliumstickstoffes 
im Verlaufe des Versuches unverindert bleibt. Entweder findet 
Reduktion des oxydierten Stickstoffs und gar auch Synthese 
organischer Stickstoffverbindungen unter Vermittelung .extra 
zellularer Fermente aufierhalb der Hyphen statt, oder werden 
zwar sowohl Reduktion als synthetische Vorginge innerhalb 
der Pilzzellen bewerkstelligt, doch ist die Geschwindigkeit der 
Nitritverarbeitung eine so betrichtliche, dafi die Reaktions- 
produkte nicht sogleich weiter assimiliert werden kénnen und 
in die Lésung herausdiffundieren. Die Lésung dieser Frage 
bleibt dahingestellt. Schon jetzt kénnen wir jedoch den Um- 
stand hervorheben, daf} innerhalb der Pilzzellen nicht die ge- 
ringste Menge von Ammoniak nachweisbar ist. Mehrmals 
haben wir folgende Versuche ausgefiihrt: die Pilzdecken wurden 
zerrieben und mit heifiem Wasser extrahiert. Weder Ammo- 


) Vgl. Pfeffer, Pflanzenphysiologie Bd. 1, S. 464 (1897). 
*) Eine Isolierung der Aminostoffe hat der eine von uns ausgefiihrt. 
Diese Untersuchungen sollen den Inhalt einer gesonderten Mitteilung bilden. 
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niak noch Amidostickstoff (nach Sachsse) vermochten wir in 
Extrakten aufzufinden. Der gréfite Teil des Myceliumstick- 
stoffes ist in Verbindungen enthalten, die nach Stutzer mit 
Kupferhydroxyd fallbar sind. Dies ist z. B. aus folgenden 
Bestimmungen zu ersehen. 


Zwei dreitégige Kulturen. 
Nr. 1. Trockengewicht 399,2 mg. 


Gesamtstickstoff nach Jodlbauer . . . 21,7 mg 

,Proteinstickstoff* ‘) nach Stutzer. . . 18.7 mg. 
Nr. 2. Trockengewicht 262,2 mg. 

Gesamtstickstoff nach Jodilbauer . . . 15,5 mg 

, Proteinstickstoff* ') nach Stutzer. . . 12,0 mg. 


Hydroxylamin und Hydroxamsiuren waren bei keiner Ver- 
suchsdauer nachweisbar. Auch wir haben keinmal Amido- 
stickstoff wahrgenommen, obgleich die Priifungen bei ver- 
schiedenartigen Kulturverhaltnissen ausgefiihrt worden waren. 


2. Versuche mit Mucor racemosus —*). 


Versuche mit Mucor racemosus ergaben im allgemeinen 
dieselben Resultate wie diejenigen mit Aspergillus niger, nur 
findet die Verarbeitung des oxydierten Stickstoffs bei Mucor 
racemosus viel langsamer statt. Auch ist der Vorgang der 
Desaminierung bei Mucor racemosus weniger stark ausgeprigt 
als bei Aspergillus niger. Aufferdem war der Unterschied 
zwischen Kulturen auf Zuckerlésungen und denjenigen auf 
zuckerfreien Substraten bei Mucor racemosus bedeutend schirfer 
als bei Aspergillus niger, da der erstgenannte Pilz tiber keine 
nennenswerten Vorrite der Nahrstoffe verfiigt. Auf Nitrit als 
einziger Stickstoffquelle entwickeln sich schnell tippige Myce- 
lien von Mucor racemosus, indes Aspergillus niger auf Nitriten 
nur duferst langsames Wachstum zeigt. 

In der ersten Versuchsserie haben wir festgestellt, dal 
Nitritbildung in Nitratkulturen nur bei Abwesenheit von Zucker 


‘) In Wahrheit war es freilich nicht lauter Proteinstickstoff. 

2) Nach Kostytschew und Eliasberg (eine gleichzeitig zu publi- 
zierende Mitteilung) ist nur Rasse Mucor racemosus — imstande, Rohr- 
zucker zu invertieren, Mucor racemosus -+- enthalt dagegen keine Invertase. 
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stattfindet; die Regelmifigkeit der Nitritbildung ist also die- 


selbe wie bei Aspergillus niger. 


suchungen sind in Tabelle 4 zusammengestellt. 


Die Resultate dieser Unter- 














Tabelle 4. 

Versuche tiber Nitritbildung (Mucor racemosus). 
Nr. prvi Ver- | Pilz im Verlaufe des Ver- | Reaktion Reaktion 
Be er |suchs- 

Ver Kultur} dauer suchs auf folgendem auf auf 
“st a in 
suchs | Tagen | Tagen Substrat HNO, Zucker 
4} 7 — |Urspr. Nahrlisung..... — + 
42 7 — isa Rani ee _ ae 
45 6 ~ ‘ po hag eg — 4. 
oe : a Peay a ei wi 
44 16 — ‘ ss? pia ane deel _ + 
45 10 5 |100 ccm H,O + 0,75g KNO, 4+. - 
45 10 5 Te. o Re: « + oo 
46 6 7 100 , » +9075, , a a 
47 7 ihe. , ese. 
ee ee sehr stark — 

















Analoge Versuche wurden in grofier Zahl ausgefiihrt und 
lieferten immer ein und dasselbe Resultat. Auch bei Mucor race- 
mosus ist also salpetrige Siure als das erste Reduktionsprodukt 
von Salpetersiure anzusehen. In der zweiten Versuchsserie haben 
wir die Ammoniak- und Aminostickstoffbildung in lange dau- 
ernden Versuchen studiert. Die Kulturen wurden sowohl auf 
KNO, als auf KNO, als Stickstoffquelle gezogen. Die Nitrit- 
kulturen haben wir immer mit Calciumcarbonat versetzt, wo- 
durch das Wachstum des Pilzes sehr giinstig beeinflufit war. 

Nitratkulturen, auf zuckerfreien Nitrat- oder Nitritlésungen 
im Verlaufe von mehreren Tagen belassen, erzeugten immer 
eine geringe Ammoniakmenge nebst ziemlich betrichtlichen 
Mengen von Aminosiuren. Auf reinem Wasser kommt eben 


dieselbe Ammoniak- und Aminosiurenbildung zustande. Auch 
bei Mucor racemosus wird also nach mehrtagigem Hunger- 
zustande Desaminierung eingeleitet, und eine Verwechselung 
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der priméren Ammoniakbildung mit der sekundiren Ammoniak- 
abspaltung ist durchaus nicht ausgeschlossen. Nach 5 taégigem 
Stehenlassen auf zuckerfreien Lésungen haben wir noch keine 
sekundire Ammoniakbildung wahrgenommen. 

Einige Versuche iiber sekundire Ammoniak- und Amino- 
siurebildung in Nitratkulturen sind in Tabelle 5 zusammen- 
gestellt. Zahlreiche Resultate iiber diese Frage mitzuteilen, 
hielten wir fiir iiberfliissig. 








Tabelle 5. 
Versuche iiber sekundire Ammoniakbildung in Nitrat- 
kulturen. 
xy, | Alter | Ver- ge ae Trock.-} N 
Nr, Se 37 H,-N}| Gew. 
des | 4°" }S4°4S-] Pilz im Verlaufe des Versuchs| eee oe 
Sa Kultur] dauer in in Myce- Myce- 
pti) in in auf folgender Lisung mg mg rancid liums 
Tagen | Tagen ing | im mg 





48} 15 | 12 | 100cemH,O + 0,75 g KNO, | 2,1 | 12,1] 0,235) — 























48 | 15 12 | 100ccemH,O ... .. . | 2,9 | 10,5] 0253; — 
49 6 7 | 100ccmH,O + 0,75 g KNO, | 1,7 5,3] 0,196] 11,6 
49 6 7 | 100cem H,O + 0,63 g KNO, | 8,3 3,1] 0,175] 11,4 
49 6 7 F ROO ts te ee we BO 6,1} 0,210) 13,5 
50 | 10 5 | 100ccmH,O + 0,75g KNO, | 0 -- — -— 
50 | 10 5 4 100 ccm H,O + 0,63 g KNO, | 0 — — — 
0 | 10 5 | MGcmmee «2. tee te EO — _ —- 


Auch Versuche mit Nitritkulturen ergaben analoge Resul- 
tate in Betreff der Desaminierung. Beachtenswert ist der 
Umstand, dafi Nitrit bei Abwesenheit von Zucker gar nicht 
reduziert wird, indes die Reduktion von Nitrat zu Nitrit na- 
mentlich bei Zuckerabschluf stattfindet. Auf Lésungen von 
Milchsiéure, Brenztraubensiure, Glyzerin, Mannit und China- 
siiure war eine Nitritreduktion ebensowenig wie auf reinem 
Wasser zu verzeichnen, wiéhrend ein Zuckerzusatz sofort be- 
deutenden Nitritverbrauch bewirkte. Wir glauben annehmen 
zu diirfen, dafs auch Aspergillus niger Nitrite nur in Gegen- 
wart von Zucker reduziert. Da aber im Mycelium des ge- 
nannten Pilzes immer vorritige Kohlenhydrate in bedeutender 
Menge vorhanden sind, so kénnen zuckerfreie Kulturen eine 
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kleine HNO,-Menge auf Kosten des im Mycelium aufgespei- 
cherten Zuckers assimilieren. 

Die Ergebnisse der lange dauernden Versuche zeigen, 
da auch bei Mucor racemosus die primaire Ammoniak- und 
Aminosiurebildung von den sekundiren Vorgingen getrennt 
werden mu}. Dies haben wir wiederum durch kurzdauernde 


Versuche erzielt. Es ergab sich jedoch, dafi der Vorgang 
der Nitritverarbeitung bei Mucor racemosus langsamer als bei 















Aspergillus niger vor sich geht. 


So war in Versuchen, die 


weniger als 48 Stunden dauerten, noch keine nennenswerte 
Verarbeitung der salpetrigen Saéure durch Mucor racemosus 
In 3- und 4tagigen Versuchen haben wir 
aber ebenso deutliche Resultate erhalten, wie mit Aspergillus 
niger in 12 stiindigen Versuchen. Wir wollen nur einige Resul- 
tate wiedergeben. Sie sind in Tabelle 7 zusammengestellt. 


zu verzeichnen. 


Tabelle 7. 


Versuche iiber primire Bildung von Ammoniak- und 
Aminostoffen in Nitritkulturen (Mucor racemosus). 
































: Ver- a FE 
— ay scien Pilzdecke im Verlaufe des | 4™- eet ennades panemagy 
Ver- | Kultur] dauer| Versuchs auf folgendem tiny grup- cece wa 
. : in . | Setzt in| braucht 
suchs in in Substrat os pen in 
Tagen Tagen mé mg mé oe 
59 7 -| 4 | KNO,+CaCO,+5gZucker | 3,2 | 5,8 | 36,8] 9,2 
59 7 4 | KNO,+ CaCO, 0 0 | 36,8 | Spur 
60 7 3 KNO, + CaCO,-+-5g Zucker | 4,5 7,8 | 36,8] 12,0 
60 7 3 | KNO,+CaCO, ....] 0 0 36, | Spur 
60 7 3 5g Zucker in 100ccm Wasser 0 0 — — 
61 8 2 KNO,-+-CaCO, + 5 g Zucker 0 Spur | 55,07 1,1 
61 8 2 | KNO,+ CaCO, 0 0 | 35,0 | Spur 
62 6 | KNO, 4- CaCO,-++-5 g Zucker 0 0 40,5 | 2,1 
62 6 l KNO, + CaCO, ‘ 0 Spur | 40,5 0 
62 6 1 CaCO, in 100 ccm Wasser . 0 0 _— - 





Die Ubereinstimmung der Analysenergebnisse ist eine 


sehr befriedigende: In Zuckerkulturen ist die Summe der 
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Mengen von Ammoniak- und Aminostickstoff genau gleich 
der Menge des verbrauchten Nitritstickstoffs. Die Beweis- 
kraft dieser Zahlen wird noch durch den Umstand erhioht. 
dafi ohne Zuckergabe, also bei nicht stattgefundener Nitrit- 
reduktion, gar keine Bildung von Ammoniak- und Amino- 
stoffen zu verzeichnen ist. In Versuchen mit Aspergillus niger 
war dieser Zusammenhang durch Gegenwart von Reserve- 
kohlenhydraten maskiert. 

Mehrmals haben wir Proben auf Hydroxylamin und Hy- 
droxamsiuren ausgefiihrt, und zwar immer mit negativem 
Resultate. Ebensowenig vermochten wir Amidostickstoff (nach 
Sachsse) in der Lésung nachzuweisen. 

Trotzdem sind wir geneigt anzunehmen, daf} Nitrit- 
reduktion in beiden Pilzen durch die Zwischenstufe von Hy- 
droxylamin bewerkstelligt wird. Der Nachweis von Hydro- 
xylamin ist wahrscheinlich nur infolge grofer chemischer 
Aktivitaét dieser Substanz bisher miflungen. Es miissen also 
spezielle Kunstgriffe zur Entdeckung dieser Zwischenstufe 
verwendet werden. Unsere Ansicht wird wohl bekraftigt 
durch die Resultate von Neuberg und Welde?), die iiber 
Zwischenstufen der biologischen Reduktion von Nitrobenzol 
zu Anilin durch Hefe Aufschlu$ geben. Schon langst hat 
Pozzi-Escot*) auf diese merkwiirdige Reaktion hingewiesen. 
Es kénnten entweder Azoxybenzol und Azobenzol oder Ni- 
trosobenzol und Phenylhydroxylamin als Zwischenprodukte 
der Reduktion vorausgesetzt werden. Neuberg und Welde 
haben dargetan, dafi Hefe nicht imstande ist, Azoxybenzol 
und Azobenzol zu verarbeiten, aber Nitrosobenzol und Phe- 
nylhydroxylamin leicht zu Anilin reduziert. Letztere Stoffe 
sind also als Zwischenprodukte der Reduktion von Nitrobenzol 
anzusehen. Die genannten Vorginge kommen zwar in der 
Natur nicht vor, da organische Nitroverbindungen in Pflanzen, 
wie bekannt, gar nicht gebildet, und also anorganische Nitrate 





1) C, Neuberg und Welde, Biochem. Zeitschr. Bd. 60, S. 472 
(1914) und Bd. 67, S. 18 (1914). 

*) Pozzi-Escot, Etat actuel de nos connaissances sur les oxydases 
et les reductases (1902). 
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direkt reduziert werden, doch scheint uns dieser Umstand 
vom chemischen Standpunkte aus unwesentlich zu sein, da 
es doch héchst unwahrscheinlich ist, dafi der Mechanismus der 
Nitratreduktion sich von demjenigen der Reduktion von Nitro- 
eruppen unterscheidet. 


Durch eine weitere Ausarbeitung unserer Methode hoffen 
wir nicht nur weitere Zwischenstufen der Nitratreduktion zu 
entdecken, sondern auch einige Seiten des Problems des bio- 
logischen Aufbaues von Aminoséuren und komplizierteren 
Stickstoffverbindungen aufzukliren. 


Zusammenfassung der wichtigsten Resultate. 


1. Die Methoden des Nachweises der Nitratreduktion 
durch Pilze, die bisher von verschiedenen Forschern verwendet 
wurden, namentlich aber der Nachweis der primaren Ammoniak- 
bildung, kénnen keine befriedigenden Resultate liefern, da der 
sekundire Vorgang der Desaminierung ebenfalls Ammoniak 
liefert und folglich die Herkunft des Ammoniaks unbekannt 
bleibt. Die in vorliegender Arbeit in Anwendung gebrachte 
Methode erméglicht jedoch, primare Vorgiange von den sekun- 
diren zu trennen. 


2. Schimmelpilze Aspergillus niger und Mucor racemosus 
reduzieren Nitrate zu Nitriten und Ammoniak und synthe- 
tisieren alsdann Aminoverbindungen auf Kosten der genannten 
anorganischen Stickstoffverbindungen und des Zuckers. Als 
Zwischenstufen der Nitratassimilation und des Kiweifaufbaues 
haben wir in beiden Pilzen mit Sicherheit salpetrige Siure, 
Ammoniak und Aminostoffe aufgefunden. 


3. Obige Zwischenprodukte der Nitratassimilation, Amino- 
stoffe eingeschlossen, sind immer nur in Lésung vorhanden. 
Oxydierter Stickstoff ist im Mycelium auch qualitativ nicht 
nachweisbar. In kurzdauernden Versuchen wird Nitritstick- 
stoff auBerhalb der Hyphen in Ammoniak- und Aminostick- 
stoff iibergefiihrt, aber nicht assimiliert: die Gesamtmenge 
des Myceliumstickstoffes bleibt im Verlaufe des Versuches un- 
verindert. 
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4. Die Reduktion von Salpetersaéure zur salpetrigen Siure 
vollzieht sich in beiden Pilzen ohne Zuckergabe. Die weitere 
Verarbeitung der salpetrigen Séure ist aber, wenigstens bei 
Mucor racemosus, nur in Gegenwart von Zucker ausfiihrbar. 

5. Ob die photosynthetische Nitratassimilation der Samen- 
pflanzen auf dieselbe Weise wie die Nitratverarbeitung durch 
Schimmelpilze stattfindet, bleibt dahingestellt. 











Uber die Bestimmung kleinster Arsenmengen in Harn, 
Blut und anderen Kérperfliissigkeiten nebst der Arsenbilanz 
bei Silbersalvarsanbehandlung. 
Von 
Dr. Hugo Engleson in Malmé (Schweden). 
Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitit Graz.) 
(Der Redaktion zugegangen am 2. Oktober 1920.) 


Seit ungefihr einem Jahr bin ich durch das Entgegen- 
kommen des Vorstandes des Institutes fiir experimentelle 
Therapie in Frankfurt a. M., Geheimrat Kolle, in der Lage, 
an Patienten eine neue, von ihm biologisch erprobte Salvarsan- 
verbindung, das Silbersalvarsan, zu verwenden. Die vor- 
ziiglichen Wirkungen, die ich mit diesem neuen Arsenpriiparat 
sowohl in Bezug auf die Heilung klinischer Symptome, als 
auch auf das Verschwinden der Wassermann-Reaktion er- 
zielte, haben mir den Gedanken nahegelegt, ob diese nicht 
darauf beruhen, dafi die Verweilungsdauer des Silbersalvar- 
sans im Kdérper eine andere, vielleicht eine lingere ist, als 
die der iibrigen Arsenpraparate. 

In den Berichten der schwedischen Arsenkommission vom 
Jahre 1919 sind zwei im Prinzip verschiedene Verfahren zur 
Bestimmung kleiner Arsenmengen mitgeteilt: einerseits ein 
elektolytisches von Ramberg-Sjéstrém, welches mir nach 
der dort gegebenen Schilderung fiir Massenuntersuchungen zu 
kompliziert und zu zeitraubend zu sein schien, und ander- 
seits zwei mafianalytische Verfahren, das eine von Ivar 
Bang, das andere ebenfalls von Ramberg-Sjiéstrém. Da 
sich diese Verfasser dabei mit einer Genauigkeit von 0,01 mg 
As begniigten, und ich fiir meine Zwecke eine héhere Ge- 
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nauigkeit anstreben muBte, suchte ich nach einem anderen 
Verfahren, welches meinen Zwecken besser  entsprechen 
kénnte. 

Da in der Monographie ,Die quantitative organische 
Mikroanalyse“ von Prof. Fritz Pregl, erschienen im Jahre 
1917, auch eine Methode zur quantitativen Bestimmung von 
Phosphor beschrieben ist, verfiel ich zuerst auf den Gedanken, 
daf} man infolge der nahen Verwandtschaft von Arsen zum 
Phosphor das Prinzip dieses Verfahrens vielleicht auch zur 
Bestimmung kleinster Arsenmengen im Harn und anderen 
Korperfliissigkeiten verwenden kénnte. 

Vor einigen Monaten hatte ich Gelegenheit, mich in Prof. 
Pregls Institut an der Universitit in Graz mit der quan- 
titativen Mikroanalyse bekannt zu machen. Meine Absicht, 
das Arsen durch Ausfallung und nachherige Wiagung auf der 
mikrochemischen Wage von Kuhlmann zu bestimmen, hat 
fiir so auferordentlich kleine Mengen, wie sie im Harn und 
im Blute in Frage kommen, insofern zu keinem zufrieden- 
stellenden Resultate gefiihrt, als zumindest ein solches Ver- 
fahren fiir Massenuntersuchungen auch zu zeitraubend und zu 
miihsam geworden wire. 

Nach dieser Einsicht wandte ich mich dem Gedanken 
zu, ob nicht wenigstens das Prinzip des Titrationsverfahrens 
von Ramberg-Sjéstr6m meinen Anforderungen von Genauig- 
keit unter gewissen, erst sorgfiltig zu ermittelnden Bedin- 
gungen geniigen kénnten. Dies erschien mir auch deshalb 
erreichbar, weil es die beiden Verfasser an einer Stelle sogar 
licherlich finden, eine héhere Genauigkeit, als die oben ange- 
gebene, anstreben zu wollen. Da ich aber gerade das letz- 
tere fiir meine Zwecke anstreben mufite, unterzog ich aus 
diesem Grunde das Titrationsverfahren dieser Verfasser einer 
kritischen Untersuchung in allen seinen einzelnen Teilen, be- 
vor ich es fiir die Beantwortung der eingangs angedeuteten 
Fragen am Lebenden im groffen in Anwendung ziehen 
wollte. 

Schon wiahrend meines Aufenthaltes an der Universitit 
in Graz hat sich meine Hoffnung, eine gréfiere Genauigkeit 
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erreichen zu kénnen, erfiillbar gezeigt, doch ist die Durch- 


n priifung des genannten Verfahrens dort nicht zum Abschlul 

gekommen, sondern sie konnte erst spiter in meinem eigenen 
eC Laboratorium in Malmé, unterstiitzt von meinem Assistenten, 
e Herrn Dr. Herbert Lamprecht, einem in Graz bei Prof. 
! Pregl ausgebildeten Mikroanalytiker, zu Ende gefiihrt werden. 
Da ich glaube, daf} dieses verfeinerte Verfahren fiir 
1 einen grofien Kreis von Fachgenossen, physiologischen Che- 
‘ mikern und anderen Fachleuten Interesse haben diirfte, und 
da weiters die Originalliteratur der schwedischen Arsenkom- 


mission nur dem geringsten Teil derselben zuginglich und 
verstandlich sein diirfte, méchte ich iiber dasselbe und die 
eigenen Erfahrungen dariiber, sowie iiber die ausgefiihrten 

. Priifungen und Kontrollen an dieser Stelle eingehend berichten. 

3 Im Nachfolgenden soll zuerst (A) das Prinzip, die Er- 
fordernisse und das Ergebnis der Priifung des Verfahrens der 
Bestimmung von arseniger Séure in salzsaurer Lésung nach 
Ramberg-Sjéstrém beschrieben werden. In einem zweiten 
Abschnitt (B) wird mein Verfahren zur Behandlung von 
Korperfliissigkeiten, wie Harn, Blut und Lumbalfliissigkeit, zum 
Zwecke der Isolierung des darin enthaltenen Arsens in Form 
von arseniger Saure fiir die nachtrigliche Bestimmung nach 
dem beschriebenen Titrationsverfahren mitgeteilt werden. In 
einem dritten Abschnitt (C) soll nur an einem Beispiel gezeigt 
werden, wie sich die Arsenausscheidung vor, wiahrend und 
nach einer Behandlung mit Silbersalvarsan am Menschen mit 
Hilfe der von mir geschilderten verfeinerten Verfahrungsweise 
verfolgen lift. 


A. Das Titrationsverfahren. 


Das Verfahren von Ramberg-Sjéstrém ist ein maf- 
analytisches: es bedient sich mit grofem Vorteil der Uber- 
fihrung von arseniger Saéure in Arsensiure durch Kalium- 
bromat, entsprechend der Gleichung: 


3 As,O,-+2 HBrO,=—3 As,O; + 2 HBr. 


Diese Uberfiihrung erfolgt in stark saurer Liésung und 
kann ebenso auch fiir die Uberfiihrung von Antimontrioxyd 
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in Antimonpentoxyd Verwendung finden. Der Endpunkt der 
Reaktion ist daran erkenntlich, daf} ein als Indikator zuge- 
setzter Farbstoff (Methylorange, Indigo) von einem kleinen 
UberschuB der Titerflissigkeit entfarbt wird, wenn alle arsenige 
Saure oder alles Antimontrioxyd vollstandig oxydiert ist. 
Gerade dadurch, daf} die Titration in einer stark sauren Lé- 
sung vorgenommen werden soll, hat dieses Verfahren einen 
entschiedenen Vorzug, weil die zu bestimmende Arsenmenge 
ohnedies infolge der Destillation nach dem Prinzipe von 
Schneider als arsenige Saure vdllig isoliert vorliegt. 


Der Schwerpunkt des Verfahrens liegt also in der Durch- 
fiihrung der Titration von arseniger Séure in stark saurer 
Lésung mit einer Kaliumbromatlésung von bekanntem Gehalt 
unter Verwendung von Methylorange als Indikator. 


Erfordernisse: 


1. Kine Kaliumbromatlésung, von der 1 ccm 0,2 mg Arsen 
entspricht. Man bereitet sie durch Lésen von 0,1485 g im 
Exsikkator iiber Chlorcalcium (nicht Schwefelsiure) getrock- 
netem reinstem Kaliumbromat zum Liter. Diese Lésung ist 
in gutverschlossenen Flaschen unbegrenzt lange haltbar. 


2. Hine Lésung von Methylorange, 1:2500. Sie wird 
durch Lésen von 0,2 g Methylorange in ungeféhr 50 ccm 
kochendem Wasser und darauffolgendem Verdiinnen auf 250 ccm 
bereitet. Wenn ndtig, wird nach mehrtigigem Stehn filtriert. 


3. Fiir die Ausfiihrung der Titration bediente ich mich 
mit gré{tem Vorteil jener Quetschhahnbiretten, wie sie 
Prof. Pregl fiir Mikrotitrationen in seiner Monographie an- 
gegeben hat. Sie verhindern durch ihre langen, englumigen 
Auslaufréhrchen, dafi auch bei vollgeéffnetem Hahne gréfere 
Mengen unbeabsichtigterweise ausfliefSen und erméglichen es 
infolge deren Linge, auch die kleinsten Trépfchen mit dem 
Niveau der zu titrierenden Fliissigkeit unmittelbar abzuneh- 
men. Sie fassen nur 10 ccm, sind in 1/,, cem geteilt, und die 
Zwischenraiume zwischen den Teilstrichen sind so gro, dai 
man mit Leichtigkeit, namentlich unter Zuhilfenahme einer 
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Uhrmacherlupe '/,,, ccm verliflich abschitzen kann. Dieses 
Volumen Bromatlésung entspricht also einer Menge von 0,002 mg 
elementarem Arsen’). 


Bei der volumetrischen Arsenbestimmung nach diesem 
Verfahren kommt der meist unvermeidliche spurweise Arsen- 
gehalt auch der reinsten Reagenzien, namentlich der verwen- 
deten Salzsiure, als wesentlich in Betracht. Es ist daher 
selbstverstindlich, daf’ sich der Arsengehalt einer Probe aus 
der Differenz des im einzelnen Ernstfalle gewonnenen Wertes 
und jenes Wertes ergibt, den die angewandten Reagenzien 
unter gleichen Bedingungen im blinden Versuche ergeben. 


Schon aus den Angaben der beiden genannten Autoren 
geht hervor, daB: 


I. der Chlorwasserstoffgehalt der zu titrierenden Lésung 
von arseniger Saure, 
II. die Temperatur und 
III. die Konzentration und Menge des Indikators 


bei der Ausfiihrung der volumetrischen Bestimmung kleiner 
Arsenmengen eine Rolle spielen. 


Fiir die Zwecke der Ausfiihrung einer Bestimmung ver- 
setzt man die salzsaure Lésung von arseniger Séure mit einem 
einzigen Tropfen der friiher genannten Methylorangelésung, 
erwadrmt die Fliissigkeit auf eine zwischen 30 und 40° gelegene 
Temperatur, indem man den Kolben aus Jenaerglas, der sie 
enthalt, in eine mit Wasser von dieser Temperatur gefiillte 
Porzellanschale, unter der sich ein Brenner befindet, einstellt. 
Der Zusatz der Kaliumbromatlésung hat nur tropfenweise, 
anfinglich héchstens etwa 4 Tropfen in der Minute, zu er- 
folgen, wobei die Fliissigkeit ununterbrochen in- rotierender 
Bewegung erhalten werden soll. Sobald man bemerkt, daf 
die rote Fliissigkeit bleicher wird, wartet man mindestens 
eine Minute mit dem Zusatz des nichsten Tropfens. Diese 
nun zuzusetzenden Tropfen diirfen keinesfalls gréSer als 


‘) Die Biiretten sind von der Firma Paul Haack, Wien IX, Garelli- 
gasse 4, zu beziehen. : 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CXI. 15 
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‘/h99 com sein, Man erreicht dies leicht dadurch, dafi man 
ein kleines Trépfchen aus der Kapillare austreten lait, worauf 
man es mit dem Fliissigkeitsniveau abnimmt. Man bendtigt 
nur wenige solcher Trépfchen bis zum Schlusse der Titration, 
d. h. der vollstiandigen Entfirbung der Fliissigkeit. Fiir Minder- 
geilbte ist es angezeigt, einen Vergleich mit einem Kolben 
aus gleichartigem Glase, mit destilliertem Wasser gefiillt, 
anzustellen. Die Titration soll bei gutem Tageslicht und nicht 
im direkten Sonnenlicht vorgenommen werden, am _ besten 
beim Fenster. Die weifge Farbe der mit Wasser gefiillten 
Porzellanschale liBt den Umschlag recht gut erkennen. Am 
besten erkennt man den Beginn des Farbenumschlages aus 
der Entfernung von ein paar Schritten. Wenn man einen 
Jenaerglas- oder Reijmyre-Spezialglaskolben verwendet, ist 
der Farbenumschlag von einem schwach rétlichen Schimmer 
zu einem iihnlichen in griin (Glasfarbe) besonders deutlich. 
Ist die Titration richtig ausgefiihrt, so soll die entfiarbte 
Fliissigkeit auf Zusatz eines Tropfens Methylorangelésung 
noch nach einer Minute eine schwach roétliche Farbung zeigen. 
Man verabsiiume es nicht, diese Kontrolle auszufiihren. Nach 
bereits friiher Gesagtem zieht man von dem verbrauchten 
Volumen Bromatlésung die durch eine Blindanalyse bestimmte 
Korrektur ab. Der Rest mit 0,2 multipliziert, ergibt den 
Gehalt der Probe an elementarem Arsen in Milligrammen. 

Schon die ersten Versuche der Bestimmungen kleiner 
Arsenquantititen in Natriumarsenitlésung von bekanntem Arsen- 
gehalt und gemessenem Volumen ergaben ermunternde Resul- 
tate. Stets wurde dabei in stark saurer Lésung von 150 ccm 
und bei einer Temperatur von 40° titriert. 














Arsenzusatz Gefunden Differenz 
mg mg mg 
0,0076 0,008 -+- 0,0004 
0,015 0.014 — 0,001 
0,076 0,074 — 0,002 
0,045 0,040 — 0,005 
0 121 0,120 — 0,001 
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I. Um den friiher genannten Einflufi des Gehaltes an 
Chlorwasserstoff in der zu titrierenden Lésung zu ermitteln, 
wurden stets 150 ccm einer Lésung von Natriumarsenit, ent- 
sprechend einem Gehalte von 0,045 mg As mit der in nach- 
folgender Tabelle angefiihrten Menge Salzsiure vom spez. 
| Gewicht 1,19 versetzt und bei einer Temperatur von 40° 
titriert. Bei Zusatz von 3, 5 und 6 ccm Salzsiure d = 1,19 
verlief die Reaktion nicht in absehbarer Zeit zu Ende, das 
heift, die Lésung entfirbte sich auch bei Zusatz eines gréferen 
als dem erforderlichen Volumen Kaliumbromatlésung nicht in 
einer Stunde bzw. nicht in 10 Minuten. 








aes a Konzentration Differenz gegeniiber 
Zusatz von Salzsiiure g HCl Gefunden denies: Abia: Mad 
d = 1,19 in ccm in 100 cem mg As von 0,045 mg As 
8 2,24 0,036 — 0,009 
10 2,77 0,036 — 0,009 
12 3,28 0,038 — 0,007 
14 3,78 0,044 — 0,001 
16 4,27 0,042 — 0,003 
18 4,75 0,042 — 0,003 
20 5,21 0,044 — 0,001 
22 5,66 0,046 -+- 0,001 
24 6,10 0,044 — 0,001 
26 6,54 0,046 + 0,001 
28 6,96 0,050 -+ 0,005 
30 7,38 0,052 + 0,007 
35 8,38 0,054 + 0,009 
40) 9,32 0,054 -+- 0,009 
45 10,22 0,056 + 0,011 
50 11,08 0,058 -++ 0,013 
a) 11,91 0,060 + 0,015 
60 12,66 *) — — 











Daraus ergibt sich, dal} bei einem Zusatz von 14—26 ccm 
Salzsiiure vom spez. Gewicht 1,19, entsprechend einer Chlor- 


') Bei dieser Konzentration erfolgte auch nach 2 Minuten keine 
Entfirbung, trotz Zusatz von mehr als der hinreichenden Menge Bromat- 
lésung. 
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wasserstoffkonzentration der zu titrierenden Lésung von 3,78 
bis 6,54 das Ergebnis mit den theoretischen Werten in aufer- 
ordentlich befriedigender Weise iibereinstimmt, wahrend in den 
hohen Konzentrationen, also bei einem Zusatz von 28—55 ccm 
zum Volumen von 150 ccm, entsprechend einer Chlorwasser- 
stoffkonzentration von 6,96—11,91 die Bestimmungen Werte 
lieferten, die die theoretischen immerhin merklich _iiber- 
stiegen. 

Es war naheliegend zu vermuten, dafi der zeitliche Ab- 
lauf der Reaktion zwischen Bromatlésung einerseits, arseniger 
Siure und Methylorangelésung anderseits durch héhere Chlor- 
wasserstoffkonzentrationen eine Verzégerung erfihrt. Durch 
Verlingerung der Zeitdauer zwischen den letzten bei der 
Titration zuzusetzenden Tropfen Bromatlisung lief sich die 
Annahme als zutreffend bestatigen. Als Beleg dafiir sei auf 
die spiter mitgeteilten Beleganalysen hingewiesen (siehe S. 219), 
die mit einer Lésung von Arsensiure von bekanntem Arsen- 
gehalt durch Behandlung wie im Ernstfalle, d. h. Oxydation, 
Reduktion, Destillation und Titration des Destillates, gewonnen 
waren. Der Unterschied gegeniiber dem friiher beobachteten 
Verhalten beim Endpunkt der Titration lag nur darin, daf 
die Zeitdauer zwischen den einzelnen zuletzt zuzusetzenden 
Tropfen der Bromatlésung tiber 1 Minute hinaus auf 2—3 Mi- 
nuten erstreckt wurde. 

Wie man aus jenen Beleganalysen ersieht, konnten also 
auch in Lésungen mit einer Chlorwasserstoffkonzentration von 
etwa 9—11°/o fast durchwegs innerhalb der Fehlergrenze 
von + 0,002 mg As vollkommen korrekte Werte auf diese 
Weise erhalten werden. Diese Feststellung ist aber nicht 
nur fiir die Kenntnis der erreichten Genauigkeit, sondern 
namentlich auch deshalb von Wert, weil bei der spiiter zu 
beschreibenden Isolierung der arsenigen Séure durch Destil- 
lation stets Destillate erhalten werden, deren HCl-Konzen- 
trationen in der Regel zwischen 9 und 10°/c schwanken — 
héchst selten erreichen sie etwas héhere Werte, etwa 11°/o, 
wovon wir uns durch wiederholte unmittelbare acidimetrische 
Titration solcher Destillate tiberzeugen konnten. 
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II. Um den Einflufs der verschiedenen Temperaturen 
bei der Titration zu ermitteln, wurden je 150 ccm Natrium- 
arsenitlésung mit einem Gehalt von 0,045 mg Arsen verwendet, 
dabei jedoch jedesmal dieselbe Menge Salzséiure, und zwar 
20 cem Salzsiure vom spez. Gewicht 1,19 zugesetzt. 














Titriert bei Gefunden Differenz 
° mg mg 
18 0,042 — 0,003 
18 0,042 — 0,003 
18 0,044 — 0,001 
25 0,046 + 0,001 
31 0,044 — 0,001 
34 0,042 — 0,003 
37 0,044 — 0,001 
40 0,042 — 0,003 
43 0,040 — 0,005 
46 0,046 + 0,001 
49 0,044 — 0,001 








Wie man hieraus ersieht, hat die Temperatur keinen 
Kinfluf auf den zahlenmifiigen Ausfall des Resultates. Man 
ist zwar nicht gezwungen, bei einer bestimmten Temperatur 
zu arbeiten, wohl aber ist es zweckmifig, bei héheren 
Temperaturen, etwa zwischen 30 und 40° zu arbeiten, weil 
bei tieferen Temperaturen die Verzégerung des Eintrittes der 
Endreaktion, die schon als von der Chlorwasserstoffkonzen- 
tration abhingig erkannt worden ist, eine weitere Verstérkung 
erfihrt. Es wiirde also nur ein noch miihsameres Arbeiten 
bedingen, auf die zweckmafige Temperatur von 30—40° zu 
verzichten. 


Ii. Der Einflufs der Menge und der Konzentration der 
Indikatorlésung erscheint, wenn man die nachfolgende 
Zahlenreihe iiberblickt, von weit griéferem Einflu$ zu sein, 
als man erwartet hatte. In den nachfolgenden Versuchen, 
bei denen stets die gleichen Mengen Wasser und Salzsiéure 
und wechselnde Mengen von Indikator zur Anwendung ge- 
langten, ergaben sich folgende Werte: 
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Methylorangelésung | Unmittelbar verbrauchte Nach Abzug von 
in Tropfen ccm Bromatlisung 0,06 ccm 
1 0,11 0,05 
5 0,31 0,25 
10 0,56 0,50 
20 1,02 0,96 
50 2,49 2,43 








Aus den Differenzen der aufeinanderfolgenden einzelnen 
Versuche lift sich indirekt fiir den unvermeidlichen Bromat- 
verbrauch des Salzsiiure-Wassergemisches allein ein mittlerer 
Wert von 0,06 ccm Bromatlésung berechnen. Zieht man 
diesen Wert (0,06) von den im zweiten Vertikalstabe ange- 
fiihrten unmittelbar gefundenen Werten ab, so ergeben sich 
die im Vertikalstabe 3 die fiir die zugesetzte Tropfenanzahl 
des Indikators bis zur vélligen Entfarbung verbrauchten Vo- 
lumina Bromatliésung. Diese sind bis auf ganz geringe Ab- 
weichungen bei den zwei héchsten Indikatorkonzentrationen 
der zugesetzten Tropfenanzahl von Methylorangelésung direkt 
proportional. Mithin verbraucht ein Tropfen meiner Methyl- 
orangelésung 1:2500 aus meinem Tropfflaischchen mit der 
feinen Tropfpipette entnommen, 0,05 ccm Bromatlésung, was 
einer Menge von 0,010 mg elementarem Arsen entspriche. 

Trotz dieses unerwartet hohen Wertes ist aber die Ge- 
nauigkeit einer Arsenbestimmung mit einer maximalen Ab- 
weichung von + 0,002 mg Arsen dadurch nicht im geringsten 
in Frage gestellt, sofern man bei jeder Titration immer nur einen 
einzigen gleich grofien Tropfen der Indikatorlésung verwendet, 
weil sich der Zahlenwert einer jeden Arsenbestimmung, wie 
schon eingangs hervorgehoben wurde, als Differenz zwischen 
der Bestimmung des Ernstfalles und der Bestimmung im 
blinden Versuche ergibt. Wenn aber in jedem Falle ein 
gleich grofer Tropfen Methylorangelésung zur Verwendung 
gelangt, so fallen die darauf verwendeten Bromatlésungsmengen 
bei der Differenzbildung aus der Rechnung. Aus diesem Grunde 
ist es aber notwendig, den Indikator in einem Tropfflaschchen 
mit fein ausgezogener Pipettenspitze mit Gummikappe zu ver- 
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wahren, weil dabei ein EHintrocknen und damit eine Konzen- 

trationsinderung der Indikatorlésung an der Tropfstelle aus- 

geschlossen ist. 

Aus den mitgeteilten eigenen Versuchen ergibt sich also, 
dafi es mir gelungen ist, nach dem Prinzip des von Ramberg- 
Sjéstrém angegebenen Verfahrens den Arsengehalt bei Ein- 
haltung gewisser Vorsichtsmafregeln, die sich sogar innerhalb 
weiter Grenzen varileren lassen, bei der geschilderten Titration 
arsenige Saiure in salzsaurer Lésung mit Bromatlésung unter 
Voraussetzung der gréften Sorgfalt und entsprechender Ubung 
mit einer Genauigkeit von -+ 0,002 mg elementaren Arsens 
zu bestimmen’). 

Die Bedingungen, auf die man dabei zu achten hat, sind: 

1. eine Chlorwasserstoffkonzentration der zu_titrierenden 
Fliissigkeit, die zwischen 3'/, und sogar 11 g in 100 cem 
schwanken kann, 

. der Zusatz einer stets gleichen Menge Methylorange- 
lésung sowohl im blinden Versuche bei der Priifung der 
Reagenzien als im jeweiligen Ernstfalle, 

3. womdglich eine Temperatur zwischen 30 und 40° und 

4. dai man in der Nihe des Endpunktes der Reaktion, 

d. h. beim ersten Beginn des Blisserwerdens der Lésung, 
zwischen dem Zusatz der einzelnen Tropfen Bromatlésung 
einen Zeitraum von 2—3 Minuten verstreichen laBt. 


bo 


Zum Schlusse moéchte ich nicht unerwihnt lassen, dafi 
die erreichte hohe Genauigkeit nicht zum geringsten Teil der 
Verwendung der von Prof. Pregl fiir die Mikroanalyse ange- 
gebenen Prazisionsquetschhahnbiiretten zu verdanken ist. 


B. Die Bestimmung von Arsen in Harn, Blut und anderen Kérper- 
fllissigkeiten. 
Nun eriibrigt es noch, das Verfahren zu_beschreiben, 


welches es auf dem kiirzesten Wege erméglicht, aus Harn, 
Blut und anderen Kérperfliissigkeiten darin enthaltenes Arsen 





1) Aus einer in Parenthese gemachten Bemerkung von Ramberg- 
Sjiéstrém geht iibrigens hervor, daB die beiden diese Genauigkeit gele- 
gentlich vielleicht auch erreicht haben diirften (Seite 8 1. c.). 
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als arsenige Siure so zu isolieren, dafs es nach dem im vorher- 
gehenden Abschnitt beschriebenen Titrationsverfahren bestimmt 
werden kann. Der Ubersicht halber empfiehlt es sich, einen 
kurzen Uberblick iiber die einzelnen Phasen der Verarbeitung 
dieser K6rperfliissigkeiten zu geben: 


a) Die organischen Stoffe der Probe werden durch Erhitzen 
mit konzentrierter Schwefelsiiure und rauchender Sal- 
petersiure zerstért. 

b) Die nach der Verbrennung zuriickbleibenden Stickstoff- 
verbindungen werden durch Erhitzen mit Ammonium- 
oxalatlésung entfernt. 

c) Nach Zusatz von Wasser, Salzsiure, Bromkalium und 
Hydrazinsulfat wird das Arsen als Trichlorid abdestilliert. 
Dabei wird 

d) das Destillat in Wasser aufgefangen und das Arsen durch 
Titration mit Kaliumbromatlésung bestimmt. 








I. Erfordernisse. 
A. Gerite. 


a) Kjeldahlkolben aus Jenaerglas, 300 ccm fassend, mit 
eingeschliffenem Destillationskiihler ohne Wassermantel 
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Fig. 1 (ca. */s) 
(siehe Abb. 1). Zwei Kolben kénnen zu demselben Kiihler 
passend geschliffen sein. Der untere Teil des Kiihlers 
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ist in eine langgestreckte Spitze von 3 mm Offnung aus- 
gezogen. 
b) Ein Tropfzylinder (siehe Abb. 2). Dieses 























von Ramberg-Sjéstrém angegebene prak- C ) 
tische Gerait erméglicht es, rauchende tl 
Salpetersiure in einer Menge von jeder- | 
zeit nur 0,2 ccm bequem entnehmen zu | : 
kénnen, ohne daB man sich damit die te 
Finger beschmutzt, oder dai die Saiure / 
darin eine Veranderung erlitte. 

ce) Erlenmeyerkolben, 300 ccm, am besten 
aus Jenaerglas, woméglich mit einer 150 
und 170 ccm-Marke versehen. * 

d) Mefizylinder, 5 Stiick & 25 ccm, fiir Sal- a 
petersiiure, Schwefelsiure, Salzsiure, 7: 
Ammoniumoxalatlésung und Wasser. ; 

Man soll nie dasselbe Mefigefaf fiir ver- te 
schiedene Fliissigkeiten verwenden. _ 

e) Verschiedene Stative und Brenner mit ei 
Schornstein. Zur Verbrennung selbst ver- : 
wendet man am besten ein Holzstativ, e* 
welches von den Séuredimpfen weniger he 
als ein Metallstativ angegriffen wird. 4 

f) Ein Kihlwassergeféf§ mit Zu- und Ab- ; 
flu8, zweckmafig 2—3 Liter enthaltend J 
(sieh Abb. 1). : ee 

B. Reagenzien. Fig. 2 (cm ¥/,) : 


a) Konzentrierte Schwefelsiure. 
b) Salzsiiure, spez. Gewicht 1,19. 
c) Rauchende Salpetersiure, spez. Gewicht 1,49—1,5. 

d) Gesittigte Lésung von reinem, chlorfreiem Ammonium- 
oxalat. Kahlbaums Praparat ,zur Analyse“ ist ohne 
weiteres verwendbar. Gewdéhnliche Handelsware mui 
aus kochendem Wasser umkristallisiert werden. 

e) Bromkalium. 

f) Hydrazinsulfat von Kahlbaum. 
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If. Die Vorbehandlung der Probe. 


Wie bekannt ist Harn reich an Chloriden, aus denen 
beim Kochen mit Schwefelsiure Chlorwasserstoff entweicht. 
Nun kénnen die vorhandenen organischen Stoffe beim Ein- 
kochen mit Schwefelséiure reduzierend auf Arsenverbindungen 
einwirken, so daf sich arsenige Sadure bildet, die dann mit 
dem Chlorwasserstoff als Arsentrichlorid entweichen wiirde. 
Um dies sicher zu vermeiden, verdampft man zuerst den 
Harn unter Zusatz von 20 Volumprozenten Salpetersiure in 
einer Porzellanschale am Wasserbad zur Trockne. Zur ge- 
wohnlich untersuchten Harnmenge von 150 ccm setzt man 
also 30 ccm Salpetersiiure zu. Dies geniigt fiir jede vorkom- 
mende Chlormenge. 


If. Die Verbrennung der organischen Stoffe. 


Diese Operation mufi’ immer unter einem gutziehenden 
Abzug vorgenommen werden, so dafi die sich entwickelnden 
nitrosen Gase und Schwefelsiureschwaden nicht in den Arbeits- 
raum gelangen kénnen. 

Den Verdampfungsriickstand des Harns fiihrt man quan- 
titativ mit Hilfe eines langstieligen Trichters in einen 300 ccm 
Kjeldahlkolben tiber und spiilt die Schale zuerst mit 25 ccm 
rauchender Salpetersiure, am besten in drei Portionen, und 
hierauf mit 20—22 cem konzentrierter Schwefelsiiure, eben- 
falls in drei Portionen, nach. MHierauf fiigt man eine kleine 
Glasperle zur Verhinderung des Stofens dem Inhalt zu, be- 
festigt den Kolben in einem Stativ aus Holz und _ beginnt 
vorsichtig mit dem Erhitzen. Man steigert die Temperatur 
nur allmahlich. Entfiarbt sich der Gasinhalt des Kolbens und 
nimmt danach die Fliissigkeit infolge Verkohlung organischer 
Substanzen eine dunklere Farbe an, so setzt man mit Hilfe 
des Tropfzylinders 0,2—0,3 ccm rauchende Salpetersiure zu. 
Das Erhitzen und den Zusatz von Salpeterséure wiederholt 
man so lange, bis die Fliissigkeit wieder hell und klar gewor- 
den und eine lichtgriinlichgelbe Farbe angenommen hat. Man 
1aBt nun die Fliissigkeit etwas abkiihlen, fiigt neuerlich 0,2 
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bis 0,38 com Salpetersiure zu und erhitzt hierauf, bis sich 
Schwefelsiuredimpfe zeigen, und erhalt sie von da ab noch 
ca. 10 Minuten in gelindem Sieden. 

Ks ist absolut notwendig, daf} jede Spur von organischen 
Kérpern zerstért wird, da man sonst bei der Titration zu 
hohe Werte erhilt. 

Die korrekte Verbrennung erfordert die Zeit von 20 bis 
40 Minuten. 

Nachdem der Kolbeninhalt auch nach zehnminutenlangem 
Sieden sich nicht verandert hat, laft man ihn erkalten, fiigt 
25 ccm gesittigte Ammoniumoxalatliésung in feinem Strahl 
und unter gutem Umschiitteln zu, worauf man einkocht, bis 
sich wieder Schwefelsiuredimpfe im Kolben zeigen, und laBt 
den Inhalt noch 15 Minuten in gelindem Sieden. 

Sollten beim Zusatz von Ammoniumoxalatlésung keine 
nitrosen Gase frei werden, so ist man nicht sicher, daf} die Ver- 
brennung vollstindig war. In diesem Falle ist man gendtigt, 
durch neuerliches Kinkochen das Wasser zu vertreiben, setzt hier- 
auf 0,2—0,3 ccm Salpetersiure zu und verfahrt weiters wie 
oben. 

IV. Die Reduktion und Destillation. 

In dem abgekiihlten Kolbeninhalt liegt nun alles Arsen 
in Form von Arsensiure vor. Um daraus das Arsen durch 
Destillation zu isolieren, ist es notwendig, zuerst die gebildete 
Arsensiiure durch Reduktion in arsenige Saure iiberzufiihren. 
Urspriinglich wurden die Reduktion und Destillation als ge- 
trennte Operationen durchgefiihrt. Nach langen Bemiihungen 
ergaben sich Verfahrungsweisen, beides gleichzeitig vorzuneh- 
men. Wéahrend friiher Bang ausschlieSlich Mohrsches Salz 
oder Ferrosulfat als Reduktionsmittel anwandte, fihrten 
Kamberg-Sjéstrém zum gréften Vorteil des Verfahrens 
das Hydrazinsulfat als Reduktionsmittel ein. Als das wich- 
tigste Mittel, das angestrebte Ziel zu erreichen, erwies sich 
aber der Zusatz weniger Milligramme Bromkalium. Bang 
berichtet dariiber folgendes: 

, Wir erhielten mit ,;Kahlbaums Priparat zur Analyse‘ 
stets bessere Resultate als mit dem von uns selbst durch 
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wiederholtes Reinigen hergestellten Chlorkalium. Unser Pri- 
parat war eben vollkommen frei von Bromkalium, wihrend 
sich im Kahlbaumschen Priparat eine Spur von Bromid 
befand. Lange Zeit wurde dieser Faktor iibersehen, da auf 
der dem Kahlbaumschen Priparat siiiiteacins Analyse nichts 
angefiihrt war.“ 

Durch die Untersuchungen Rambergs wurde nun er- 
wiesen, daf} die Anwesenheit einer geringen Menge von 
Bromkalium fiir die vollstindige Reduktion in zweckmihig 
kurzer Zeit von unerliflicher Notwendigkeit ist. 

Weiters zeigt er an beobachteten Zahlenreihen, dafi es 
sich nicht um eine Beschleunigung der Destillation handle, etwa 
dadurch, daf§ das Arsentribromid fliichtiger wire als das 
Trichlorid, weil schon auferordentlich kleine Mengen des 
Bromids geniigten, um mit den theoretischen Werten gut 
iibereinstimmende Resultate bei der Durchfiihrung von Re- 
duktion und Destillation in einer Operation zu erhalten. 

Nachdem sich der Kolbeninhalt nach dem Einkochen mit 
Ammoniumoxalatlésung abgekiihlt hat, setzt man 20 ccm 
Wasser unter Drehen des Kolbens so zu, da die Schliffstelle 
und der Kolbenhals von kondensierter Schwefelsiure befreit 
werden. Nach dem Abkihlen auf Zimmertemperatur trocknet 
man den Kolbenhals vorsichtig mit einer Flamme. 

Sollten sich beim Zusatz von Wasser nitrose Gase ent- 
wickeln, was nur der Fall ist, wenn man einen unndétig grolen 
Uberschu8 von Salpetersiure angewandt hatte und das darauf- 
folgende Erhitzen zu kurz oder die Temperatur zu niedrig 
war, so kocht man das zugesetzte Wasser fort und erhitzt 
die Schwefelsiure 15 Minuten zum Kochen, worauf man von 
neuem 20 ccm Wasser zusetzt. 

Um geschliffene Destillationskolben zu sparen, empfiehlt 
es sich, die Verbrennung und das Aufkochen mit Ammonium- 
oxalatlésung in einem gewohnlichen Kjeldahlkolben vorzu- 
nehmen und den Inhalt hierauf in einen Destillationskolben 
mit eingeschliffenem Kihler tiberzufiihren, wobei man den 
ersten Kolben zweimal mit 10 ccm Wasser nachspiilt. 

Zum kalten Kolbeninhalt setzt man 1 g Hydrazinsulfat, 
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30 g Chlorkalium und 25 ccm Salzsiure, spez. Gewicht 1,19, 
sowie eine kleine Messerspitze Bromkalium (10—15 mg), worauf 
man gut umschiittelt. Besser ist es, die 30 g Chlorkalium 
durch weitere 25 ccm Salzséiure zu ersetzen, so daf man im 
ganzen 50 ccm Salzsiure zufiigt. in kristallisierter Kérper 
wie das Chlorkalium ist nie so homogen wie die Salzsiure 
und daher kénnen darin eben leichter Verunreinigungen vorkom- 
men, die man bei der Blindanalyse tibersehen kann. Auch 
erhilt man gleichmaéfSigere HCl-Konzentrationen in den De- 
stillaten. Sodann befestigt man den Kolben in geneigter 
Stellung in einem Stativ, setzt den Kihler an und dichtet 
die Schliffstelle mit ein paar Tropfen Schwefelsiure. Die 
Vorlage, den mit 150 ccm Wasser beschickten Erlenmeyer- 
kolben, versenkt man bis zum Hals derart in Kiihlwasser, daf 
sich das Ende des Kiihlers ungefaéhr einen cm unter der Wasser- 
oberfliche in der Vorlage befindet. 

Die Destillation ist vom Zeitpunkt des Entziindens der 
Flamme an gerechnet in 10 Minuten beendet. 


Die GréBe der Flamme hat man so einzustellen, dab: 


a) des Kihlers gekriimmtes Rohr nach 2'/,—2*/, Minuten 
heifi wird, 

b) daf§ bis zum Schluf§ der Destillation, also nach 10 Mi- 
nuten, 20—25 ccm Fliissigkeit tiberdestillieren, 


c) die Destillation nicht so rasch vorgenommen wird, dai 
sich etwa die Oberfliiche des heifien Kolbeninhaltes 
innerhalb der 10 Minuten mit einer Haut von auskri- 
stallisierenden Salzen zu iiberziehen beginnt. Dies kann 
jedoch nur dann vorkommen, wenn man die Destillation 
unter Verwendung von Chlorkalium vorgenommen hat. 

Nachdem die Destillation 10 Minuten gewahrt hat, hebt 
man das Stativ mit dem Kolben auf, bevor der Brenner 
abgestellt ist, um so ein Zuriicksteigen der Fliissigkeit 
in den Kiihler zu verhindern. Sobald der Kolbenhals 
abgekiihlt ist, kann man den Kiihler vom Kolben lésen. 
Des Kiihlers Schliffstelle befreit man durch sorgfaltiges 

Spiilen von Schwefelsiure. Sobald man Kolben und 
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Kihler nicht verwendet, soll man sie so aufbewahren, 
dafi kein Staub eindringen kann. 


V. Die Priifung der Reagenzien und die Ausfithrung 
blinder Versuche. 


Um den Bromatverbrauch der Reagenzien zu bestimmen, 
fiihrt man eine vollstiindige Analyse, alle oben beschriebenen 
Operationen umfassend, mit den angegebenen Reagenzmengen 
aus. Sind die Reagenzien von tadelloser Beschaffenheit, so 
verbraucht man im blinden Versuche immerhin 0,20—0,35 cem 
Bromatlésung. Die Korrektion bleibt auf 0,01 ccm vollkom- 
men konstant, solange man dieselben Reagenzien verwendet. 
Man mufi aber diese Korrektion jedesmal neu bestimmen, so- 
bald man ein neubeschafftes Reagens in Verwendung nimmt. 
Dies bezieht sich auch auf das destillierte Wasser. Wenn 
die Korrektion 0,35 ccm iibersteigt, ist von der Verwendung 
dieser Reagenzien abzuraten. Meist ist nur das Chlorkalium 
verunreinigt; auch aus diesem Grunde ist es geboten, wie 
schon friiher auseinandergesetzt, auf die Verwendung des- 
selben ganz zu verzichten und statt dessen nur Salzsaure zu 
nehmen. 


Die rauchende Salpetersdéure priift man auf ihre Ver- 
wendbarkeit auf folgende Art. Man dampft 100 cem der- 
selben in einem Kolben auf 5—10 ccm ein, worauf man den 
blinden Versuch auf gewoéhnliche Art fortsetzt. Das hierbei 
verbrauchte Volumen Bromatlésung soll das bei einem ge- 
wohnlichen blinden Versuch mit nur wenig Salpetersiure um 
héchstens 0,05 ccm tibersteigen. Arsenhaltige Salpetersiure 
reinigt man leicht durch vorsichtige Destillation. 


VI. Beleganalysen und Arsenbestimmungen im 
normalen Harn. 


a. Beleganalysen. 


Als zu untersuchende Probe wurde eine Lésung von 
Arsensaure verwendet, die im ccm 0,002 mg Arsen enthielt. 
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Beery Gefunden Differenz 
0,010 mg As 0,012 + 0,002 
OMG . « 0,046 + 0,001 
oc. +« 0,172 + 0,002 
0,200 , , 0,202 + 0,002 
Om . -« 0,232 + 0,002 
0,340 , , 0,342 + 00,02 
0,490 , , 0,492 + 0,002 
0615 , , 0,620 + 0,005 
0,700 , , 0,704 4+. 0,004 
0800... 0,890 + 0,000 


b. Arsenbestimmungen im normalen Harn ohne und mit Zusatz von 
Arsen resp. Silbersalvarsan. 
Verwendet wurden je 150 ccm Harn. 


Harn |. gefunden. . . . 0,034 mg As 
Wee: = sa eS . CR. -s 


Zu diesem Harn (150 ccm) wurden nun zugesetzt (in Form 
von Arsensdure): 
0,084 mg As Gefunden: 0,086 mg As Differenz: + 0,002 


0285 . » ‘ 0,282 , . Z — 0,003 
0,140 , , - 0,142 , , : + 0,002 
Harn II, Gefunden 0,026 mg As 
desgl. >» GRBs -s 


Zu diesem Harn (150 ccm) wurden nun _ verschiedene 
Mengen Silbersalvarsanlésung zugesetzt, und zwar ent- 
sprechend 


0,243 mg Silbersalv. Gef.: 0,058 mg As theor.: 0,0544 Diff.: + 0,0036 
9,170 ,, 2 ~ aes »  0,0378 » + 0,0022 
1093 , E » ear « » 2 0,2430 » —0,0030 


VII. Modifikation der Methode zur Bestimmung von 
Arsen in Blut und Lumbalfliissigkeit. 


Zur Verbrennung, die man in einem 100 ccm Kjeldahl- 
kolben vornimmt, versetzt man 5 ccm Blut mit 5 cem rauchender 
Salpetersiure, worauf man erwirmt, bis die Flissigkeit klar 
und auf ca. 3 ccm eingeengt ist. Dann setzt man 5 ccm 
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Schwefelsiure zu und verbrennt weiter, genau wie bei der 
Verbrennung von Harn. Nur setzt man nach vollendeter Ver- 
brennung nicht 25 ccm, sondern nur 6 ccm Ammoniumoxalat- 
lésung zu. Hierauf erhitzt man abermals, bis Schwefelsiure 
entweicht, und hilt die Fliissigkeit von da ab noch ca. 5 Mi- 
nuten in gelindem Sieden. 

Dann lat man erkalten, setzt 5 com Wasser zu, so daf 
Schliffstelle und Kolbenhals reingespiilt werden, und trocknet 
sie dann. Hierauf fiigt man 0,2 g Hydrazinsulfat, 10 ccm 
Salzsiure (spez. Gewicht 1,19) und 10—20 mg Bromkalium zu. 
Alsdann destilliert man durch 5 Minuten in die mit 60 ccm 
Wasser beschickte Vorlage. In dieser Zeit sollen nicht mehr 
als 10 ccm Destillat iibergehen. 

Bei der darauffolgenden Titration verfihrt man wie bei 
der Bestimmung von Arsen im Harn, nur verwendet man mit 
Vorteil eine Methylorangelésung. von 1 : 5000. 


C. Beispiel fiir die tagliche Arsenausscheidung mit dem Harn 
und der As-Gehalt des Blutes vor, wahrend und nach einer Be- 
handlung mit Silbersalvarsan. 


Gewonnen an einem 23jaéhrigen Patienten. 











Datum one Harn ccm | “8 cdi ee 5 <iewalegs 
1990 Injektion pro Tie 150 ccm Meo > ccm 
Harn menge Blut 
>. i. _ 1258 0,044 0,369 
10. , — 1036 0,078 0,538 
) a — 1073 0,066 0,472 
i _ 1153 0,022 0,169 
a _ 1185 0,014 0,110 
14. , 0,10 S.-S. 794 0,060 0,317 0,000 
ae —_ 979 0,504 3,289 
_ ee — 1198 0,278 2,220 
_— _— 2037 0,198 2,668 
ma 0,15 S.-S. 930 0,202 1,252 0,002 
a — 799 0,656 3,494 
2... — 1038 0,254 1,757 
oh _ 1034 0,160 1,102 
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mg As in | ™&S As in mg As in 
gi Injektion _— <— 150 ccm — 5 ccm 
saiitie.. Harn anus Blut 
22. VI. 0,15 S.-S. 1486 0,124 1,228 0,012 
23. — 756 0,870 4,384 
24. , — 998 0,282 1,876 
25. » — 1298 0,230 1,990 
2. a 1243 0,170 1,408 
: a a 1376 0,126 1,155 
3. -- 1040 0,118 0,818 
29. , 0,20 S.-S 878 0,134 0,784 0,018 
30. , -- 1236 0,652 5,372 
1. VI. — 954 0,406 2,584 
* ~ — 860 0,374 2,144 
> -- 1204 0,184 1,476 
‘/ 5 _ 892 0,252 1,498 
a 0,20 S.-S 966 0,108 0,695 0,002 
o: % -- 790 0,896 4,718 
 % _ 708 0,562 2,652 
a _ 714 0,308 1,466 
% — 1068 0,148 1,053 
10. , 0,25 8.-S 848 0,172 0,972 0,004 
is — 776 0,918 4,738 
aa a 796 0,546 2,897 
13. , — 882 0,384 2,257 
ae — 862 0,292 1,678 
a _ 810 0,144 0,777 
6: , 0,25 8.-S 788 0,162 0,869 0,002 
7% — 782 1,022 5,328 
 ; a 858 0,568 3,248 
19%. , ~ 880 0,340 1,994 
20. , — 904 0,304 1,832 
oo a 766 0,358 1,828 
22. 5 oa 770 0,280 1,437 
23. _ 762 0,188 0,955 
24, - 936 0,210 1,310 
= — 790 0,194 1,021 
ma _ 824 0,142 0,780 
a , - 904 0,106 0,638 
6... — 932 0,104 0,646 
29. , ~ 994 0,084 0,556 
30. , — 942 0,094 0,590 











Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXI. 
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: mg As in 
Datum a Harn ccm vougpdiasa bn Tages- i ali 
Injektion 150 ccm 5 ccm 
1920 pro Tag harn- 
Harn menge Blut 
31. VII. _ 2554 0,034 0,579 
1, VIII. — 892 0,072 0,428 
aor — —- — _ 0,012 
oe ... a 732 0,028 0,136 
ms — = —— o- 0,033 
| aa — 920 0,056 0,343 
at. = ~ _ 0,035 

















Wie man aus der mitgeteilten Arbeit ersehen kann, sind 
wihrend der Zeit vom 15. VI. bis 1. VIII. 1920 89,941 mg 
elementaren Arsens ausgeschieden worden. Wenn die durch- 
schnittliche Arsenausscheidung im normalen Harn zu 0,250 mg 
angenommen wird, so sind hievon 12 mg abzuziehen. Der 
Rest macht 77,941 mg Arsen aus. Die gesamte, dem Patienten 
einverleibte Menge Silbersalvarsan betrug 1300 mg, entsprechend 
292,5 mg elementarem Arsen. 

Daraus ergibt sich, da nur 26,6°/, Arsen den Kérper 
mit dem Harn verlassen haben. Also ist die Hauptmenge 
des Arsens bis zum 16. Tage nach der letzten Injektion im 
Kérper verblieben. 

Auf welche Art und wo dieses Arsen im Organismus ge- 
bunden wird, soll den Gegenstand einer spiteren Arbeit bilden. 

























Zur Methylierung der Kiweifstoffe. 
Von 


J. Herzig. 


(Aus dem I. chem, Laboratorium der Universitat Wien.) 
(Der Redaktion zugegangen am 30. September 1920.) 


Die interessanten Arbeiten von Edlbacher') ergaben 
das bemerkenswerte Resultat, dafi die Methylierung der Ei- 
weifistoffe am Stickstoff bei der Einwirkung von Alkali urd 
Dimethylsulfat, die GréBe der Methylzahl betreffend, fast das 
gleiche Ergebnis liefert, wie beim Anwenden von Diazomethan. 
In Bezug auf die Deutung der Resultate sind verschiedene 
Auffassungen méglich, wobei ich mich Edlbacher vollkom- 
men anschliefiien kann, wenn er bemerkt, dafi bei dem jetzigen 
Stande dieser Fragen alle Schluffolgerungen mit grober Vor- 
sicht aufzunehmen sind. 

Edlbacher geht von dem Verhalten der Aminos&uren 
und einzelner einfacher Peptide gegen Dimethylsulfat aus und 
nimmt an, da die freie Aminogruppe im Eiweifimolekiil bei 
der Behandlung mit Alkali und Dimethylsulfat der Haupt- 
sache nach trimethyliert wird. In Konsequenz der nume- 
rischen Ubereinstimmung der Werte mu dies, nach ihm, 
auch bei der Methylierung mittels Diazomethan der Fall sein. 

Geht man dagegen von der Wirkungsweise des Dia- 
zomethans auf Aminosiuren aus”), so muf fiir die Proteine 
die Monomethylierung mit Hilfe von Diazomethan als wahr- 
scheinlich bezeichnet werden. Die oben erwahnte SchluSfolge 


1) Diese Zeitschr. Bd. 107, S. 52 (1919); Bd. 108, S. 287 (1919); 
Bd. 110, 8. 153 (1920), 
*) Herzig, Diese Zeitschr. Bd. 110, S. 156 (1920). 
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aus der numerischen Ubereinstimmung der Werte fiihrt 
natiirlich zur Annahme der Monomethylierung auch bei der 
Anwendung von Alkali und Dimethylsulfat als Methylierungs- 
mittel. 

Immer wieder wird also vorausgesetzt, daf nur die 
freien Aminogruppen des Eiweifimolekiils fiir die Methylierung 
am Stickstoff mabgebend sind, und daf sie sich gegen die 
Agentien genau so verhalten, wie die Aminogruppen in den 
bis jetzt untersuchten Aminosiuren. 

Ks bleibt allerdings noch eine Méglichkeit, nimlich die 
Annahme, daf} die bei den beiden Verfahren in Betracht kom- 
menden Gruppen verschieden, da infolgedessen die methylierten 
Verbindungen nicht identisch sind, und dafi} die numerische 
Ubereinstimmung der Werte fiir CH, (an Stickstoff gebunden) 
eine rein zufallige ist. 

Ich muf} nunmehr bemerken, dafi es mir schon seit einiger 
Zeit zweifelhaft war, ob die Ursache der Methylierung der 
Eiweifstoffe am Stickstoff nur in der Anwesenheit der freien 
Aminogruppe zu suchen wire. 

Die erste Veranlassung zu diesem Zweifel war eine noch 
nicht veréffentlichte Beobachtung, wonach das Desaminoglutin 
sich mit Diazomethan geradeso leicht methylieren lift wie 
das Glutin selbst. 

Die erzielten Grenzwerte waren: 


A. Beim Glutin 

4,45°/, OCH, und 4,89°/, CH, an N geb. 
B. Beim Desaminoglutin 

5,60°/, OCH, und 5,30°/, CH, an N geb. 


Fiir den ersten Blick scheint diese merkwiirdige Tatsache 
sehr stark dagegen zu sprechen, daf die freie Aminogruppe 
dieser Stoffe iiberhaupt eine Rolle bei der Methylierung am 
Stickstoff spielt, doch wire dieser Schluf bei der Kompliziert- 
heit der obwaltenden Verhiltnisse etwas voreilig. 

In der Tat ergaben mit Herrn Dr. Hans Lieb gemein- 
sam unternommene Versuche die nicht minder auffallende 
Beobachtung, dai das Desaminoglutin genau soviel Amino- 
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stickstoff nachweisen léft wie das Glutin selbst. Die Be- 
stimmungen sind sowohl nach Sérensen als auch nach van 
Slyke ausgefiihrt worden und die Ubereinstimmung laft nichts 
zu wiinschen tibrig. Die Desamidierung ist genau nach Skraup 
vorgenommen worden, und wir haben sogar das Desamino- 
glutin noch ein zweites Mal derselben Prozedur unterworfen, 
ohne daf} sich der Wert fiir den Aminostickstoff vermindert 
hatte. 

Die einfachste Erklirung fiir diese Erscheinung scheint 
mir die, daf} gleichzeitig mit der Desamidierung eine mehr 
oder minder eingreifende Abspaltung von Resten eintritt unter 
automatischer Riickbildung einer fast gleichen Anzahl von 
freien Aminogruppen. Zwei Momente kommen hier, sich in 
der Wirkung gegenseitig verstairkend, wesentlich in Betracht. 
Auf der einen Seite die sehr bedeutende Molekulargréfe und 
auf der anderen die sehr kleinen analytischen Werte fiir den 
Aminostickstoff. Handelt es sich doch beispielsweise beim 
Glutin und Casein nur um 1—1,3°/o N als Aminostickstoff. 

Diese mit Unterstiitzung des Herrn Stern betriebenen 
Studien sind iibrigens noch keineswegs abgeschlossen und 
kénnen unter den jetzigen sehr schwierigen Verhaltnissen nur 
langsam fortschreiten. Sie sollen gelegentlich ausfiihrlich mit- 
geteilt werden. 

Immerhin scheint es mir ziemlich erwiesen, daf wir fiir 
die Wirkung des Diazomethans mit der freien Aminogruppe 
das Auslangen nicht finden kénnen. Eine Polymethylierung 
ist, mit Diazomethan a priori unwahrscheinlich, auch nicht 
beobachtet worden, und bei einer Monomethylierung kénnen 
1—1,3% Aminostickstoff nicht 5—6°/o CH, am Stickstoff 
liefern. 

Es ergibt sich also die Notwendigkeit, neben der Amino- 
gruppe andere am Stickstoff methylierbare Reste namhaft zu 
machen. 

Es muf aber auch die Frage nach der Methoxylierung 
der Eiweifistoffe angeschnitten werden und ich miéchte vor- 
erst den Stand unserer Erfahrungen in dieser Richtung kurz 
skizzieren. 
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In Bezug auf die Methoxylierung der Hiweifistoffe liegen 
nur Beobachtungen tiber die Wirkung von Diazomethan vor, 
und zwar von Skraup und seinen Mitarbeitern') sowie von 
Herzig und Landsteiner’). Die bis jetzt untersuchten 
Stoffe verhalten sich ziemlich gleich und die Grenzwerte liegen 
in der Regel bei 5—6°/o OCH. 

Die Erklarung der Bildung der Methoxylgruppen gestaltet 
sich geradeso schwierig wie die der vorhandenen Methyl- 
imidreste. Nimmt man fiir jede freie Aminogruppe je einen 
Karboxylrest an, so geniigen dieselben keineswegs, um die 
beobachteten Methoxylzahlen zu erkliren. Der Mehr- oder 
Mindergehalt an Tyrosin macht sich bei der Methoxylzahl der 
HiweiBstoffe, offenbar wegen der Grife des Molekiils, fast gar 
nicht geltend. 

Es liegt also hier wieder der Fall so, daf wir fiir die 
Erklirung der Methoxylierung neue, fiir diese Reaktion brauch- 
bare Gruppen heranziehen miissen. 

Hierfiir scheint mir der Rest CONH besonders geeignet. 
Dafi wir diese Gruppe in den Proteinen in gréfierer Menge 
voraussetzen kénnen, bedarf keiner weiteren Erérterung. 
Ebenso klar ist es, dafi durch die tautomere Reaktion (CONH 
und CNOH) die Méglichkeit vorliegt, sowohl am Sauerstoff 
als auch am Stickstoff methylierte Derivate zu erhalten. Ich 
halte mich nicht fiir verpflichtet, in dieser kurzen Notiz aut 
die in der Literatur diesbeziiglich vorliegenden Angaben niher 
einzugehen. Ich méchte nur bemerken, dafi trotz vereinzelter 
schéner Resultate — ich nenne als Beispiel nur die ingeniésen 
Versuche von Hantzsch*) bei der Cyanursiure — das Ganze 
mir in der oben erwihnten Richtung nicht geniigend ausge- 
wertet erscheint. Namentlich iiber das Verhalten gegen Diazo- 
methan liegen, meines Wissens, keine Angaben vor. 

Vorliufige, zuniichst nur mit Diazomethan ausgefiihrte 
Versuche lieferten bei einer Reihe von Stoffen dieser Klasse 


1) Monatshefte f. Chem. Bd. 30, S. 447 (1909); Bd. 31, S. 1035 (1910). 

2) Biochem. Zeitschr. Bd. 61, S. 458 (1914); Monatshefte f. Chem. 
Bd. 39, S, 269 (1918). 

5) B. B. 38, S. 1005 (1905); 39, S. 139 (1906). 
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glatte, in beiderlei Richtung (OCH, und NCH,) positive Re- 


sultate. 

Die Materialbeschaffung macht grofie Schwierigkeiten, und 
es kénnen daher die endgiiltigen Resultate erst nach einiger 
Zeit mitgeteilt werden. 

Immerhin ist aber damit eine neue Méglichkeit fiir die 
Erklirung der Methylierung der Eiweifistoffe sowohl am Sauer- 


stoff als auch am Stickstoff gewonnen. 
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Uber die Form der Kaliumverbindungen in lebenden 
Pflanzengeweben. 
Von 


S. Kostytschew und P. Eliasberg. 





(Aus dem pflanzenphysiologischen Laboratorium der Universitit St. Petersburg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 18. September 1920.) 








Die physiologische Chemie der einzelnen Mineralstoffe ist 
heutzutage zwar noch gar nicht ausgebildet, doch zeigen die 
Untersuchungen von J. Loeb, Osterhout und anderen For- 
schern'), daf eine befriedigende Erkenntnis wichtigster vitaler 
Vorgiinge ohne eine eingehende Erforschung der Funktion von 
einzelnen Mineralstoffen kaum méglich sein soll. Immer mehr 
tritt die hervorragende physiologische Bedeutung der unent- 
behrlichen Mineralstoffe in den Vordergrund, indes die An- 
sichten iiber die Rolle der Eiweifistoffe als aktiver Lebens- 
faktoren nicht einstimmig geworden sind. Schon lingst hat 
sich H. Képpe*) dahin ausgedriickt, dafi Eiweifistoffe im 
Organismus als Rohmaterial, Mineralsalze aber als Maschinen 
fungieren, denn: ... ,es scheint, dafi die Kiweifistoffe mit 
Hilfe der Salze verarbeitet werden, denn ohne gleichzeitige 





1) J. Loeb, Amer. Journ. of Physiol. Bd. 3, S. 383 (1900); Journ. 
of biol. Chem. Bd. 1, S. 427 (1906); Arch. f. ges. Physiol. Bd. 55, S. 525 
(1894); Untersuch. iib. kiinstliche Parthenogenese (1906); Oppenheimers 
Handb. d. Biochem. 2. Halfte, S. 1; Vorles. tb. Dynamik d. Lebenserschein. 
(1906); H. Micheels, Comptes rendus Bd. 148, S. 168; Ch. Stockard, 
Arch. f. Entw.-Mech. Bd. 23, 8. 249 (1907); Osterhout, Univ. of Calif. 
Public. Botany Bd. 2, 8. 231 und 235 (1906); Bd. 4, S. 317 (1908); Botan. 
Gazette Bd. 42, 8. 127 (1906); Bd. 44, S. 259 (1907); Bd. 45, S. 117 
(1908); Bd. 47, S. 48 (1909); Jahrb. f. wissensch. Botanik Bd. 46, S. 121 
(1908); Kanda, Journ. of the Coll. of Science, Tokyo, Bd. 19, S. 1 (1908); 
Benecke, Ber. d. botan. Gesellsch. Bd. 25, 8S. 322 (1907), u. a. 

*) H. Kippe, Die Bedeutung der Salze als Nahrungsmittel (1896). 
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Salzzufuhr und nach Erschépfung des Salzvorrats im Orga- 
nismus findet keine Assimilation der Eiweifistoffe mehr statt*. 

Diese Behauptung ist gegenwartig durchaus nicht als zu 
kiihn anzusehen. 

Leider sind unsere Kenntnisse iiber das Verhalten der 
Mineralstoffe im lebenden Pflanzenkérper dufierst spirlich und 
lickenhaft. Nur in betreff von Schwefel und Phosphor wissen 
wir bestimmt, daf sie einen wichtigen Bestandteil von Eiweif- 
stoffen und Lipoiden ausmachen; was aber die fiir Pflanzen 
notwendigen Metalle anbelangt, so ist ihre physiologische 
Rolle gar nicht aufgeklirt, und meistens sind wir selbst nicht 
imstande zu ermitteln, in welchen Verbindungen dieselben im 
Pflanzenkérper auftreten. Am wenigsten durchsichtig ist die 
Rolle des Kaliums, obgleich die absolute Notwendigkeit von 
diesem Mineralstoff sowohl fiir niedere als fiir héhere Pflanzen 
aufer Zweifel gestellt ist. 

Czapek’) hat in seinem Handbuche der Pflanzenchemie 
durch ausfiihrliche Besprechung einer grofen Anzahl von 
Aschenanalysen klargelegt, daf} der Kaligehalt in allen lebens- 
titigen Pflanzenteilen, namentlich in Laubblattern, Reserve- 
stoffbehaltern, Friichten, Rinde und Pollen oft mehr als 50°/, 
der Gesamtasche ausmacht, und selten werden Werte von 
weniger als 25°/, in der Reinasche gefunden. In denjenigen 
Fallen, wo der Kaligehalt in Blattern ein scheinbar geringerer 
ist, erweist sich die Zusammensetzung der Asche immer als 
eine spezifische, indem entweder Kieselsiiure oder andere 
Stoffe, wie z. B. Kalk und Chlornatrium, in groBer Menge auf- 
gespeichert werden. Auch in Pilzhyphen betrigt der Kaligehalt 
25—60°/, der Gesamtasche. Diese Ergebnisse beweisen, daf 
Kalium namentlich in plasmareichen lebenskraftigen Organen 
eine wichtige Rolle spielt. 

Um so beachtenswerter ist die Tatsache, dafi nach 
Macallum und Weevers?) im Zellkern keine Kaliumionen 
mikrochemisch zu entdecken sind. Die sorgfaltigen Unter- 


) F. Czapek, Biochemie d. Pflanzen Bd. 2, S. 712—876 (1905). 
*) Th. Weevers, Recueil des travaux botan. Néerlandais Bd. 8, 
S. 289 (1911). 
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suchungen von Weevers zeigen auferdem, dafi Chloroplasten 
und Zellhautgeriist ebenfalls keine Reaktionen der Kaliumionen 
aufweisen, Der genannte Forscher hat in einzelnen Fillen 
auch vollkommen kalifreie Pollenkérner von Twipa und Crocus 
beobachtet. Es scheint also, dafi einige wichtige Lebens- 
funktionen ohne Anteilnahme von Kaliumionen zustandekommen. 

Wir haben uns zur Aufgabe gestellt, den ersten Schritt 
in diesem chemisch nicht erforschten Gebiete zu machen, und 
zwar zu ermitteln, ob Kalium in den Pflanzen nur in Form 
von lonen oder auch in organischer Bindung vorkommt. 
Czapek') gibt an, dafi sowohl Fe als K oft ausschlieBlich 
als komplexe Verbindungen vorliegen, indes Mg und Ca wenig- 
stens teilweise als Ionen praformiert sind. Dagegen hat 
Weevers gefunden, daf} in allen Pflanzenorganen Kalumionen 
nachweisbar sind. Anderseits gibt J. Schroeder’) an, dai im 
Fichtenholz */: des Gesamtkali durch Wasser extrahierbar ist: 
es scheint also, daf} 14/4 der Kalimenge in unldslichen Ver- 
bindungen euthalten ist. Die Schroederschen Ergebnisse 
psrechen also zu Gunsten der Annahme, daf§ komplexe Kalium- 
verbindungen in Pflanzen vorkommen. Auch Képpe schreibt, 
daf} die anorganischen Salze in Pflanzen meist in organischer 
Bindung vorliegen’). 

Unsere Untersuchung wurde durch die von Hamburger’) 
ausfiihrlich dargelegte geistreiche neue Methode der quantitativen 
Bestimmung sehr geringer Kaliummengen erméglicht. Das 
Prinzip der Methode besteht darin, daf} Kalium mit Natrium- 
kobaltnitrat als Kaliumdoppelsalz unter genau einzuhaltenden 
Bedingungen ausgefallt wird. Den kristallinischen Niederschlag 
zentrifugiert man an einer michtigen elektrischen Zentrifuge 
(4000 Touren in einer Minute) in kalibrierten Kapillarréhrchen, 
und durch Messung des Volums des Niederschlags ermittelt 
man die Menge des Kaliums. Was die Hinzelheiten der Analyse 


1) F. Czapek, Biochemie d, Pflanzen Bd. 2, 8S. 786 (1905). 

*) J. Schroeder, Forstchem. und pflanzenphysiol. Unters. (1878). 

3) H. Kippe a. a. O. 

*) Hamburger, Biochem. Zeitschr. Bd. 71, S. 415 (1915); Bd. 74, 
S. 414 (1916). 
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anbelangt, so verweisen wir auf die Originalarbeit. Da die 
Methode rein empirisch ist, so sind genaue absolute Werte 
nur unter Beibehaltung saémtlicher Vorschriften des Verfassers 
zu erhalten; hierbei ist namentlich die Temperatur von hervor- 
ragender Bedeutung, indem das Gesamtvolum des Niederschlages 
von der Gréfie der einzelnen Kristalle in erster Linie abhingt. 
Fiir vergleichende Bestimmungen, die auch wir vor allem be- 
absichtigen, ist die Methode leichter zu handhaben; sie ist mit 
vollem Recht als eine Mikroanalyse zu bezeichnen und liefert 
bei sorgfiltiger Ausfiihrung sehr genaue Werte, wie es aus 
der Versuchstabelle zu ersehen ist. Wichtig ist der Umstand, 
dafi die meisten organischen Stoffe nicht kolloidaler Natur die 
Analyse nicht stéren. In unseren Versuchen war die Ein- 
wirkung fremdartiger Stoffe sowohl durch die Natur der Ver- 
suchsobjekte als durch vorliufige Behandlung des Materials 
ausgeschlossen. 

Als Versuchsobjekte dienten meistens Laubblitter (Blatt- 
spreiten) und junge Knospen verschiedener Samenpflanzen; 
auferdem haben wir auch Mycelien von Aspergillus niger 
analysiert. Das Material wurde bei Zimmertemperatur im 
Vakuumexsikkator getrocknet und dann zu einem feinen Pulver 
zerrieben. In einzelnen Fallen haben wir die Pflanzen vorliaufig 
durch kurzdauernde Erhitzung auf 100° getétet. 

Das erhaltene Pulver wurde mit destilliertem Wasser bei 
Zimmertemperatur wiederholt extrahiert; das extrahierte 
Material wurde jedesmal verascht und auf K untersucht. Vom 
wisserigen Extrakt haben wir immer zwei gleiche Portionen 
A und B genommen. Portion A wurde mit einer abgemessenen 
Menge von Bleiacetatlésung (Kahlbaumsches Priparat ,,Zur 
Analyse mit Garantieschein“) versetzt, der entstandene Nieder- 
schlag abfiltriert, ausgewaschen, verascht und fiir die Analyse 
verwendet. Das Filtrat wurde mit einer abgemessenen Menge 
von Natriumbicarbonat (Kahlbaumsches Priparat ,,Zur Ana- 
lyse mit Garantieschein‘) entbleit und direkt fir die Kalium- 
bestimmung verwendet. 

Portion B wurde eingedampft und verascht, die Asche 
in Wasser gelist, die Liésung filtriert, auf die vorstehend be- 
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schriebene Weise mit Bleiacetat und Natriumbicarbonat ‘be- 
handelt und fiir die Kaliumbestimmung verwendet. 

In einigen Fallen wurden die Extrakte nicht mit Bleiacetat, 
sondern mit Tannin behandelt, der entstandene Niederschlag 
abfiltriert, ausgewaschen, verascht und fiir die Kaliumbestimmung 
verwendet. Aufierdem haben wir die Vollstindigkeit der 
K-Ausfallung in nicht veraschten Portionen mehrmals kon- 
trolliert. Zu diesem Zwecke haben wir das Filtrat vom 
Kobaltdoppelsalz mit konzentrierter Salzsiure gekocht, einge- 
dampft, den Riickstand mit Wasser aufgenommen, die Lisung 
mit Soda ausgefallt, filtriert, eingedampft, verascht und auf 
Kalium gepriift. Diese Kontrollpriifungen haben auber Zweifel 
gestellt, daB die Ausfallung von Kalium bei der Analyse eine 
vollkommene war. Die mit Natriumkobaltnitrit nicht 
fillbaren Kaliumverbindungen waren alsoim Versuchs- 
material nicht vorhanden. 

In der beigelegten Tabelle haben wir eine Anzahl von 
unseren Analysen zusammengefabt. Um die neue Methode zu 
illustrieren, haben wir eine jede quantitative Kaliumbestimmung 
zweimal ausgefiihrt und Mittelwerte berechnet. Man sieht, 
daf} parallele Bestimmungen bis auf einige Hundertel von 1 mg. 
iibereinstimmen. 

Die Analysen ergaben folgende, ganz eindeutige Resultate: 

1. Das Gesamtkali lat sich aus allen Pflanzen mit 
kaltem Wasser vollkommen extrahieren. Nach der 

Extraktion und Veraschung war das Material immer kalifrei. 

2. Die Bleiacetat- und Tanninniederschlage waren 
ebenfalls immer vollkommen kalifrei’). Dies zeigt 
daB nicht elektrolytisch-dissoziierbare organische Kalium- 
verbindungen der hochmolekularen Stoffe in Pflanzen nicht 
vorkommen. Die Méglichkeit einer Bildung von dissoziier- 
baren Kaliumsalzen der Eiweifistoffe ist hierdurch selbst- 
verstindlich nicht ausgeschlossen. 


1) Die Priifungen der Tanninfillungen sind in der Analysentabelle 
nicht angegeben, da sie mit separaten Extraktportionen ausgefiihrt waren 
und immer lauter negative Resultate ergaben. Aufer den in der Tabelle 
benannten Objekten wurde auch Phlewm pratense untersucht. 
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3. Wasserige Extrakte ergaben sowohl vor als nach 
der Veraschung gleiche Kalimengen. Das Gesamt- 
kali scheint also in Form von Kaliumionen vorhanden 
zu sein. Da die von uns verwendete Methode der Kalium- 
bestimmung eine rein empirische ist, so kann eine Uber- 
einstimmung der Analysenresultate nur in dem Falle 
stattfinden, wo der Niederschlag aus einer einheitlichen 
Kaliumverbindung besteht. Selbst minimale Beimischungen 
von komplexen Kaliumverbindungen, oder von ander- 
weitigen Stoffen sollten erhebliche Divergenzen der Ana- 
lysendaten hervorrufen; ist doch fiir die Genauigkeit der 
Analysen selbst die Kristallgréfie des Kobaltdoppelsalzes 
mafgebend. 


Da das Versuchsmaterial mit kaltem Wasser bei neutraler 
Reaktion extrahiert wurde, so war eine Zersetzung der organi- 
schen Kaliumverbindungen hierbei kaum mdglich; es bleibt aber 
noch der Einwand, daf} das Reagens selbst eine Abspaltung 
der Kaliumionen bewirken kénnte. So labile Kaliumverbindungen 
wiren jedoch in erster Linie im Tanninniederschlage zu suchen; 
eben darum betrachten wir das Fehlen von Kalium in Blei- 
acetat- und Tanninfallungen als den hauptsichlichsten Beweis 
zugunsten der Annahme, daf} Kalium im Pflanzenkérper nur 
in Form von Ionen vorliegt. , 

Es ist also ersichtlich, dag das Verhalten des Kaliums 
nicht identisch ist mit demjenigen der iibrigen unentbehrlichen 
Metalle, die, allem Anschein nach, wenigstens teilweise in 
organischer Bindung vorliegen. Die Resultate von Weevers 
gewinnen also ein besonderes Interesse: es ist einleuchtend, 
dai Zellkern und Chloroplasten nicht nur keine Kaliumionen 
enthalten, sondern iiberhaupt kalifrei sind. Es ist wohl an- 
zunehmen, dafi die Funktion des Kaliums in den Pflanzen 
von einem ganz anderen Gesichtspunkte beurteilt werden mufs, 
als diejenige der wichtigsten organischen Verbindungen: Kalium 
ist kein unentbehrlicher Bestandteil simtlicher Plasmagebilde. 
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Uber Zuckerbildung aus Nichtzuckerstoffen 
durch Schimmelpilze. 
Von 


S. Kostytschew. 





(Aus dem pflanzenphysiologischen Laboratorium der Universitit St. Petersburg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 18, September 1920.) 








Als Material der Pflanzenatmung dienen in erster Linie 
Zuckerarten. Es ist gegenwiartig allgemein anerkannt, daf 
die Atmung der Samenpflanzen als eine Zuckeroxydation an- 
zusehen ist, und ich halte es fiir tiberfliissig, diese Frage 
ausfiihrlich zu erlautern, um so mehr als eine Ubersicht der 
einschligigen Literatur in allen Lehrbiichern der Pflanzen- 
physiologie und Pflanzenchemie zu finden ist. 

Das vorritige Atmungsmaterial der Samenpflanzen besteht 
entweder aus Kohlenhydraten oder aus Fetten. Letztere 
werden, wie bekannt, zuerst in Zucker verwandelt und als 
Zucker veratmet; wir sind also wohl berechtigt, anzunehmen, 
daf} Samenpflanzen iiber eine bestindige ,Garnitur“ der fiir 
Verarbeitung des Betriebsmaterials dienenden Fermente ver- 
fiigen. Es sind erstens die Fermente der alkoholischen Gi- 
rung, die eine primare Zuckerspaltung bewirken und _ labile 
intermediire Garungsprodukte erzeugen, zweitens aber oxy- 
dierende Fermente, die eine Oxydation der Giarungsprodukte 
einleiten. Schon langst habe ich dargetan, dafi oxydierende 
Fermente der Pflanzen nicht imstande sind, Zucker direkt 
anzugreifen, aber die in angegorenen Zuckerlésungen enthal- 
tenen Stoffe unter CO,- Bildung oxydieren'). Anderseits ist 
Athylalkohol, das Endprodukt der alkoholischen Giarung, kein 


') S. Kostytschew, Diese Zeitschr. Bd. 67, S. 116 (1910). 
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Material der vitalen Oxydation’). Diese experimentellen Er- 
gebnisse dienten als Grundlage obiger Theorie der Anteil- 
nahme von Zymase am Atmungsvorgange, die sich gegenwartig 
einer Anerkennung in weiteren Kreisen erfreut. 

In Betreff der omnivoren niederen Pflanzen, speziell der 
Schimmelpilze, scheint die Frage verwickelter zu sein. Vom 
theoretischen Standpunkte aus sind die beiden folgenden Vor- 
aussetzungen mdglich: 

1. Simtliche verschiedenartige Niahrstoffe werden iiber 
die Zwischenstufe von Zucker durch eine und dieselbe ,,Gar- 
nitur“ der Fermente veratmet. Der relative Naihrwert ver- 
schiedener Stoffe wiire also, dieser Ansicht zufolge, nur davon 
abhiingig, inwiefern sie als Material fiir den physiologischen 
Zuckeraufbau dienen kénnen. 

2. Hine jede Nahrsubstanz wird nach eigener Art durch 
jeweilige Fermente verarbeitet. Das Plasma der omnivoren 
Pilze muf} also die Fahigkeit besitzen, sehr verschiedenartige 
Fermente aufbauen zu kénnen. 

Auch intermediire Arten der Ernihrung sind wohl denk- 
bar: es kénnten z. B. einige Stoffe direkt, andere aber durch 
die Zwischenstufe von Zucker assimiliert bzw. veratmet wer- 
den. Nur experimentelle Untersuchungen kénnen dariiber 
Aufschluf geben, welche Annahme die richtige ist. 

In der vorliegenden Mitteilung will ich nur die wichtige 
Frage der intermediaren Zuckerbildung durch den Schimmel- 
pilz Aspergillus niger erlautern. Ausfiihrliche physiologische 
Untersuchungen iiber die Veratmung verschiedenartiger Nahr- 
stoffe durch Schimmelpilze sollen in einer an anderer Stelle 
zu publizierenden Abhandlung von S. Kostytschew und M. 
Afanassjewa zusammengefabt werden. 

Der Nachweis einer Zuckerbildung aus verschiedenen 
Nahrstoffen kann entweder direkt oder durch eine indirekte 
Methode erbracht werden. Im letzteren Falle dient die Hin- 
leitung einer Alkoholbildung bei Sauerstoffmangel als Hinweis 
darauf, daf} namentlich Zucker verarbeitet wird, da nur Zucker- 


1) S. Kostytschew, Biochem. Zeitschr, Bd. 15, S. 164 (1908); 


Bot. Ber. Bd. 26a, S. 565 (1908). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f physiol. Chemie. CXI, 17 
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arten als Material der Zymasegirung dienen. Hierbei wird 
zwar nicht erkannt, welche Zuckerart entstanden war, doch 
kénnen wir anderseits mit sehr grofer Wahrscheinlichkeit an- 
nehmen, daf} die Atmung namentlich auf Kosten von Zucker 
vor sich geht, indem das Vorhandensein der Zymase mit dem 
allgemein iiblichen Mechanismus der ,Zuckeratmung“ zusam- 
menhangt. Aufierdem bietet die indirekte Methode den Vor- 
teil, dab sie einen Zuckernachweis auch in dem Falle gestattet, 
wo Zuckerverarbeitung mit gréBerer Geschwindigkeit, als 
Zuckerbildung stattfindet und also gar keine Zuckeranhiufung 
zustande kommt. Ich habe beide Methoden benutzt. 

Aspergillus niger wurde kultiviert in flachen, breiten 
zylindrisch-konischen, 400 ccm fassenden Kolben (Flache der 
Pilzdecke 167 qem). Ein jeder Kolben wurde versetzt mit 
250 ccm Niahrlésung, welche pro Liter 3 g NH,NO,, 1 g 
KH, PO,; 1 g MgSO,, 0,01 g ZnSO,, Spur FeSO, und aufer- 
dem wechselnde Mengen von verschiedenen organischen Stoffen, 
die als Kohlenstoffquelle dienten, enthielt. Die Sterilisation 
erfolgte im Autoklaven bei 120°; zur Impfung diente immer 
eine an die zu untersuchende Nihrsubstanz vollkommen ge- 
wohnte Kultur. Siémtliche Kulturen wurden bei 34° gezogen. 

Der Nachweis der Zucker- bzw. Alkoholbildung erwies 
sich als eine feine und schwierige Aufgabe. Nur auf Mannit- 
lésungen erfolgte unter gew6hnlichen Kulturverhaltnissen eine 
Zuckeranhéufung. Fiir Kulturen auf anderen Niahrstoffen er- 
wiesen sich besondere Kunstgriffe als durchaus notwendig. 

Vor allem habe ich die streng aerobe Natur des Pilzes 
dazu benutzt, die vitalen Dissimilationsvorgainge durch Sauer- 
stoffabschlufi herabzudriicken. In einigen Fallen fiihrte dieses 
Verfahren zum Ziele, in anderen Fallen war es aber an und 
fiir sich noch ungeniigend; hierdurch wird die experimentelle 
Schwierigkeit der Arbeit gut illustriert. Besonders lehrreich 
ist der Umstand, dali die Alkoholbildung von Aspergillus 
niger bei Sauerstoffabschlufs auf einigen Substraten durch 
Gegenwart minimaler Mengen von freien Séiuren vollkommen 
eingestellt wird, indes der genannte Pilz bei Sauerstotfzutritt 
stark saure Reaktion der Lésung ganz gut aushilt. 
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Gute Dienste leistete hier die Methode der frischen Lé- 
sungen, die auch in der gleichzeitig zu publizierenden Arbeit 
von 8S. Kostytschew und KEK. Tswetkowa iiber Nitratver- 
arbeitung durch Pilze von grofiem Nutzen war. Die urspriing- 
liche Na&hrlésung wurde entfernt, die untere Flache der Pilz- 
decke mit sterilisiertem Wasser wiederholt abgespiilt und eine 
frische Lésung desselben Nihrstoffes hineingetan, wobei durch 
Zusatz von suspendiertem Calziumcarbonat, oder durch an- 
dere Mafinahmen die neutrale Reaktion gesichert war. Simt- 
liche hierzu gehérigen Manipulationen konnten unter aseptischen 
Kautelen bewerkstelligt werden. Methodische Hinweise wer- 
den in der vorstehend erwihnten Abhandlung von S. Kosty- 
tschew und M. Afanassjewa angegeben werden. © 


1. Kohlenstoffquelle d-Weinsiure. 


Die Nihrlésung enthielt pro Liter aufer mineralischen 
Bestandteilen 30 g freie d-Weinsiure. Bei Sauerstoffzutritt 
waren zuckerartige Stoffe in der Lésung auch spurenweise 
nicht nachweisbar. Gréfere Mengen der Liésungen wurden 
mit NaOH neutral gemacht, bei vermindertem Druck einge- 
engt, die Weinséiure mit Bleiacetat gefallt, der Niederschlag 
abfiltriert, das Filtrat mit Schwefelwasserstoff entbleit und 
mit Fehlingscher Lésung gepriift. Niemals wurde eine Re- 
duktion von CuO wahrgenommen; auch Osazonproben fielen 
immer negativ aus. Dies ist wohl darauf zuriickzufiihren, 
daf} unter gewohnlichen Kulturverhaltnissen Zuckerveratmung 
mit gréfierer Geschwindigkeit als Zuckerbildung erfolgt. Die 
in frische Weinsaurelésung total versenkten Pilzdecken erzeugen 
dagegen Alkohol und Zucker. Bei volJkommenem Sauerstoff- 
abschlufi (im Wasserstoffe) findet Alkoholbildung nur in neu- 
tralen Lésungen der Tartrate statt. Samtliche Alkohol- 
bestimmungen wurden von Frl. M. Afanassjewa nach der 
bequemen und zuverlissigen Methode von M. Nicloux!) aus- 
gefiihrt und in einzelnen Fallen durch pyknometrische Me- 
thode bestitigt. 


1) M. Nicloux, Bull. de la soc. chim. Bd 35, S. 330 (1906). 
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Eine Kultur in Lésung von freier Weinséure versenkt hat 
gebildet in 48 Stunden . . . . . 71mg Alkohol, 
Kine Kultur in Lésung von Weinsiure ver- 
senkt im Wasserstoff hat gehildet in 
i, ee a ee, 
Eine Kultur bei neutraler Reaktion im 
Wasserstoffe hat gebildet in 48 Stunden 103 mg 


Mit Zuckerlésungen versetzt, erzeugten Weinsiurekulturen 
immer bedeutende Alkoholmengen. 

Die Substrate von mehreren, auf Weinsiiurelésungen bei 
Sauerstoffabschlu belassenen Kulturen zeigten nach der vor- 
stehend beschriebenen Behandlung eine energische Reduktion 
der Fehlingschen Lésung. Nach Bearbeitung mit Phenyl- 
hydrazin in essigsauer Lésung auf dem Wasserbade bildete 
sich der kristallinische Niederschlag von Glukosazon. Er 
wurde abgesaugt, mit wenig Benzol gekocht, abfiltriert und 
schlieBlich aus 50°/oigem Alkohol unter tropfenweisem Zusatz 
von Pyridin umkristallisiert. Die Substanz schmolz scharf 
bei 205° unter Zersetzung. 


” 


” 


Stickstoffbestimmung: 
0,1824 g gaben 18,4 ccm N bei 18° und 733 mm. 

C,, Ha,N,0,: Berechnet N= 15,64°/,, Gefnnden N= 15 81°. 

Diese Resultate zeigen, dafi Glukosazon vorliegt. Der 
gebildete Zucker kann also entweder Glukose oder Fruktose 
sein. Durch Ermittelung der spezifischen Drehung wurde der 
Zucker als Glukose identifiziert: 

1. Eine Zuckerbestimmung in 20 ccm Lésung nach G. 
Bertrand’) ergab: 20 cem Lésung wurden mit Wasser auf 
50 cem aufgefiillt und davon 20 ccm fir die Analyse ver- 
wendet. Cu=117,8 mg; also Zucker als Glukose berechnet 
63 mg oder 0,315°/o. Glukose in 20 cem urspriinglicher Lésung 
0,787 °/o. 

2. 20 ccm Zuckerlésung (Zuckergehalt 0,787) drehte 


im 20 cm-Rohr 0,82° nach rechts. 
(4)v = 52,1°, 
Glukose: (a), = 52,5°. 


1) G. Bertrand, Bull. de la soc. chim. Bd. 35, S. 1285 (1906). 
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Die auf Weinsiure geziichteten Pilzkulturen erzeugen 
also Traubenzucker. Der Mechanismus der Zuckerbildung 
bleibt einstweilen unbekannt, doch scheint die Méglichkeit der 
Auffindung der Zwischenprodukte auf Grund einiger Beobach- 
tungen nicht ausgeschlossen zu sein. 


2. Kohlenstoffquelle Glycerin. 


Die Nahrlésung enthielt pro Liter aufier mineralischen 
Bestandteilen 30 g Glycerin. 

Ebenso wie in der Weinsiureserie wurde keine Zucker- 
bildung bei normalen Verhiltnissen wahrgenommen, die in 
Lésung versenkten Mycelien erzeugten aber Zucker und Alkohol, 
so Zz. Bu: 


Kine Kultur bei Luftmangel mit CaCO, Alkohol 135 mg. 


Eine Kultur im Wasserstoffe ., r % 104 , 
N e : ohne CaCO, ™ e . 
Id., aber Stickstoffquelle — Pepton i 163 .. 


Eine gréfjere Menge der vereinigten Glycerinsubstrate 
wurde unter Zusatz von CaCO, vorsichtig eingedampft, mit 
3leiessig gereinigt und durch Schwefelwasserstoff entbleit. 
Das Filtrat vom Schwefelblei reduzierte stark CuO; nach 
Bearbeitung mit Phenylhydrazin bei Siedehitze in essigsaurer 
Lésung bildete sich ein Osazon, welches nach der vorstehend 
beschriebenen Reinigung bei 205° unter Zersetzung schmolz. 


Stickstoffbestimmung: 
0,1445 g gaben 20,0 ccm N bei 17° und 739 mm. 
C,,H..N,O0,: Berechnet Gefunden 
N = 15,64°/,. N = 15,84°/,. 


Die Bestimmung der spezifischen Drehung ergab folgendes 
Resultat: 


1. Zuckerbestimmung nach G. Bertrand: 
20 ccm Lisung gaben 98 mg Cu; Zucker als Glukose berechnet 
= 51,5 mg, oder 0,257 °/,. 
2. 20 ccm Zuckerlésung (Gehalt 0,257°/,) drehte im 20 cm - Rohr 
0,27° nach rechts. 
(a) D= 52,5 °. 
Glukose («) » = 52,5°. 
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Auch auf Glycerinlésungen wird also Glukose gebildet, 
Es ist ziemlich wahrscheinlich, daB als intermediires Produkt 
der Glukosebildung eine Triose entsteht, doch sind die Be- 
dingungen der Triosebildung noch nicht in_befriedigender 
Weise aufgeklirt. Die Arbeit von S. Kostytschew und 
E. Tswetkowa iiber die intermediaéren Produkte der Nitrat- 
assimilation durch Schimmelpilze zeigt, wie grof} die Bedeutung 
der Versuchsdauer bei derartigen Forschungen ist. Nur ein- 
mal erhielt ich geringe Menge von einem QOsazon, das in 
heibem Benzol gut léslich war. Aus Benzol umkristallisiert, 
zeigte die Substanz den Schmelzpunkt 132° und besafi die 
Kristallform des Trioseosazons. Die Zersetzung der Substanz 
erfolgte erst bei 170°, was ebenfalls den Eigenschaften des 
Trioseosazons entspricht. Fiir eine ausfiihrlichere Untersuchung 
war die Menge der Substanz unzureichend. 


3. Kohlenstoffquelle Chinasiéure. 


Die Nihrlésung enthielt pro Liter aufer mineralischen 
Bestandteilen 50 g freie Chinasiure. 

Chinasiure ist eine ganz ausgezeichnete Nahrung fir 
Aspergillus niger, was wohl darauf zuriickzufiihren ist, dai 
sie ein sehr geeignetes Material fiir physiologische Zucker- 
bildung vorstellt. Bei tadellosem Luftzutritt wird zwar 
auch auf Chinasiiure keine Spur von Zucker erzeugt, doch 
entsteht immer Zucker bei Luftmangel bzw. Luftabschlufi. 
Unter anaeroben Verhiltnissen wird auch Alkohol reichlich 
produziert, und zwar nicht nur bei neutraler, sondern auch 
bei saurer Reaktion: 


Kine Kultur bei Luftmangel ohne CaCO, Alkohol 175 mg 
Kine Kultur im Wasserstoffe ohne CaCO, , £155 , 


Durch die vorstehend beschriebene Behandlung der Sub- 
strate von den bei LuftabschluB belassenen Kulturen erhielt 
ich ein Osazon, das nach Abkochen mit Benzol und Umkri- 
stallisieren aus verdiinntem, pyridinhaltigem Alkohol bei 205° 
schmolz. 
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t. Stickstoffbestimmung: 

t 0,1227 g gaben 16,3 ccm N bei 16° und 748 mm. 

1. C,,H..N,O,: Berechnet Gefunden 

a N = 15,64°,. N = 15,44°/,. 

d Die Veratmung von Chinasiure erfolgt also, allem Anschein 
> nach, iiber die Zwischenstufe von Zucker. Schon lingst habe 
g ich darauf hingewiesen, dafi Aspergillus niger, auf China- 
, siure gezogen, eine CuQ-reduzierende Substanz bei Sauerstoff- 
abschluf erzeugt '). 


} 4. Kohlenstoffquelle Mannit. 


Die Nahrlésung enthielt aufer mineralischen Bestandteilen 
pro Liter 50 g Mannit. 

Auf Mannitlésungen entsteht Zucker nicht nur bei Sauer- 
stoffabschluB, sondern auch bei Sauerstoffzutritt. Auch Alkohol 
wird bei Sauerstoffabschlu, allerdings in Gegenwart von CaCQO,, 
reichlich produziert. In einer bereits vor Jahren veréffent- 
lichten Mitteilung habe ich darauf hingewiesen, daB Man- 
nitkulturen von Aspergillus niger bei SauerstoffabschluB 
zwar CQ, abscheiden, aber keine Alkoholbildung bewirken?). 
Dies ist tatsichlich der Fall bei schwach saurer Reaktion 
der Lésung, die aber in Mannitkulturen von Aspergillus niger 
immer spontan entsteht. Auf diese Weise mufi man ein Aus- 
bleiben der Alkoholproduktion bei Luftabschluf immer mit 
Vorsicht beurteilen. 

Kine Kultur im Wasserstoffe mit CaCO, hat gebildet 
222 mg Alkohol. 

Das auf vorstehend beschriebene Weise erhaltene Osazon 
schmolz unter Zersetzung bei 204°—205°. 


Stickstoffbestimmung: 


0,1558 g gaben 21,2 ccm N bei 18° und 748 mm. 
C,,H..N,0,: Berechnet Gefunden 
N = 15,64°/,. N = 15,71%,. 


) 8. Kostytschew, Jahrb. f. wiss. Bot. Bd. 40, S. 563 (1904). 
?) S. Kostytschew, Bot. Ber. Bd. 25, S. 178 (1907). 
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244 S. Kostytschew, 


Die Natur des Zuckers ist noch nicht festgestellt. Quali- 
tative Proben sprechen dafiir, daB Fruktose vorliegt, was auch 
vom chemischen Standpunkte aus das wahrscheinlichste wire. 


5. Kohlenstoffquelle Girungsmilchsdure. 


Die Nahrlésung enthielt pro Liter aufer mineralischen 
Bestandteilen 30 g freie Girungsmilchsiure. 

Milchséurekulturen bildeten Zucker und Alkohol bei an- 
aeroben Verhiltnissen ebenfalls nur in Gegenwart von CaC0,. 
Das Wachstum von Aspergillus niger auf Milchsiure war 
schwicher als auf vorstehend untersuchten Stoffen; die Zucker- 
und Alkoholproduktion waren daher auch unbedeutend. 


Kine Kultur im Wasserstoffe mit CaCO, ergab: Alkohol 39 mg 

. eee a ohne CaCO, _,, d 0. , 

Mit Zuckerlésungen versetzt, bewirkten Milchsiurekulturen 
immer eine lebhafte Alkoholbildung. 

Das auf iibliche Weise erhaltene und gereinigte Osazon 
schmolz bei 205°. Mit reinem Glukosazon gemischt, schmolz 
die Substanz ebenfalls bei 205°. Von einer ausfiihrlicheren 
Untersuchung wurde wegen Mangel an Material Abstand ge- 
nommen; soviel scheint aber deutlich zu sein, dafi Milchsiure 
iiber die Zwischenstufe von Zucker veratmet wird. Dies steht 
woh] nicht im Kinklange mit den Bestrebungen, die ,,Milch- 
siuretheorie“ der alkoholischen Giérung wieder zu beleben. 


6. Kohlenstoffquelle Pepton. 


Die Nihrlésung enthielt pro Liter aufer mineralischen 
Bestandteilen 30 g Witte-Pepton. Ammoniumnitrat wurde 
von den Mineralsalzen ausgeschlossen. 

Ks gelang mir nicht, eine Zuckerbildung in Peptonkulturen 
nachzuweisen; auch wurde keine Alkoholbildung bei Sauer- 
stoffabschlnf wahrgenommen, obgleich die Reaktion der Sub- 
strate immer neutral, oder schwach alkalisch war. Die alka- 
lische Reaktion ist wohl auf eine sekundaére Ammoniakbildung 
zuriickzufiihren. Auch in Gegenwart von CaCO, entstand 
keine Spur von Alkohol. Besondérs beachtenswert scheint 
der Umstand zu sein, daf} auch nach reichlicher Zuckergabe 
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(in Form von Traubenzucker) keine Alkoholbildung bei Sauer- 
stoffabschluf zu verzeichnen war; erst nach kurzdauerndem 
Verweilen auf Zuckerlésungen bei vollem Luftzutritt haben 
Peptonkulturen im Wasserstoffe eine ausgiebige Alkoholpro- 
duktion bewirkt. Es ist also ersichtlich, daf Peptonkulturen 
an und fiir sich zymasefrei sind. 


Vorstehend beschriebene Versuche zeigen also, daf} mit 
verschiedenartigen stickstoffreien Stoffen ernihrte Kulturen 
bei Sauerstoffmangel Zucker und Alkohol erzeugen. Es liegt 
also die Annahme nahe, daf} in allen derartigen Fallen , Zucker- 
atmung“ vorliegt. Dagegen scheint es, dafi stickstoffhaltige 
Stoffe aus der Gruppe der eiweifaihnlichen Verbindungen auf 
eine eigentiimliche Weise, und zwar nicht iiber die Zwischen- 
stufe von Zucker, veratmet werden. Bereits friiher habe ich 
darauf hingewiesen, daf} die anaerobe Atmung der Pflanzen 
in manchen Fillen nicht als alkoholische Garung anzusehen 
ist. Diesen Vorgang belegte ich mit dem Namen ,,anaerobe 
Atmung sensu stricto“; ein wohl nicht gliicklich gewihlter 
und unbestimmter Ausdruck! Besser scheint es mir jetzt, den 
betreffenden Vorgang als ,Kiweifatmung* zu bezeichnen. In 
der angekiindigten Mitteilung von S. Kostytschew und M. 
Afanassjewa sollen sowohl ,Zuckeratmung* als_,, Hiweifi- 
atmung“* vom physiologischen Gesichtspunkte aus besprochen 
werden. 
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Notizen tiber den Inhalt eines Cystomyoma-Uteri. 
Von 
Ernst Sieburg. 
(Mit 3 Figuren im Text.) 


(Aus dem Institut fiir Pharmakologie und physiologische Chemie der Universitit 
zu Rostock.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16. Oktober 1920.) 








Uber das biologische Geschehen des krankhaften Vorgangs 
bei Ansarnmlung von Gewebsfliissigkeiten in Kérperhéhlen hat 
die chemische Analyse der betreffenden Fliissigkeit nicht immer 
Auskunft geben kénnen. Abgesehen von extremen, wenn auch 
hiufigen Fallen, lassen sich nicht einmal fiir die allgemeinen 
Begriffe ,,Transsudat“ und ,Exsudat“ sichere Grenzzahlen oder 
gar Konstanten fiir einzelne Bestandteile aufstellen. Fiir sel- 
tener beobachtete Fliissigkeitsansammlungen fehlt es zudem 
hierzu an verdffentlichtem Material. Wieweit die rein mor- 
phologische Betrachtung hier Aufklirung geben kann, mag 
dahingestellt bleiben. 

Hier handelt es sich um eine Fliissigkeitsansammlung von 
30 1 in einem cystisch entarteten Uterusmyom, das mit Er- 
folg operativ entfernt wurde'). Etwa 4 Monate vorher waren 
durch Punktion etwa 22 1 und wieder 10 Monate friiher 8 | 
Fliissigkeit entleert worden. 

Die individuelle Entwicklungsgeschichte solcher Tumoren 
kann nach Ansicht der Gynikologen eine recht verschiedene 
sein. Bald handelt es sich bei der Entstehung um eine ein- 


1) Uber die klinischen Daten, die Morphologie und die Stellung in 
der Kasuistik berichtet Hildebrand Vogelsang: ,Uber die cystische 
Entartung der Myome; zugleich ein Fall von cystischem Riesenmyom‘ 
als Inaugural-Dissertation aus der Rostocker Universitits-Frauenklinik 


1920. 
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fache Erweiterung von Lymphriumen oder auch vielleicht um 
eine Neubildung von Lymphbahnen, bald wird dort, wo an der 
Innenwand der Cyste kein Endothel oder Epithel histologisch 
nachweisbar ist, hyaline Entartung des Myoms angenommen. 
Des weiteren sind auch Reste von echten Driisenschliuchen 
in solchen Cystomyomen beobachtet, und im AnschluB hieran 
hat man an eine Versprengung und Ausschaltung embryonalen 
Materials und an eine Bildung aus Resten des Wolffschen 
Korpers gedacht. — Uber die Frage, durch welche Einfliisse 
derartige cystische Entartungen zustande kommen, kénnen 
kaum mehr wie Vermutungen gedufjert werden. Im all- 
gemeinen wird angenommen, daf} schlechte Ernihrungsverhilt- 
nisse der Myome schuld sind, teils durch Mangel in der Gefa{- 
versorgung a priori, teils durch Kreislaufstérungen infolge von 
Kompressionen der Gefiafe. 

Bei der Annahme von verschiedenen Entstehungsméglich- 
keiten des Cysteninhalts wird dieser selbst in den einzelnen 
Fillen chemisch verschieden zusammengesetzt sein. In dem 
einzigen chemisch naher untersuchten Falle') handelt es sich 
um eine hellgelbe Fliissigkeit, die sofort nach der Punktion 
an der Luft zu einer klaren Gallerte gerann, aus welcher sich 
zwischen den Fingern so lange Fliissigkeit ausdriicken lief, 
bis nur ein Netz fein verfilzter Faden iibrigblieb. Als Daten 
wurden folgende gefunden: Spez. Gewicht 1,025, Wasser 93,1, 
Salze 0,7, Eiweifi 6,0, Fibrin 0,1, Fett 0,04 °/,. 

Die vorliegende Fliissigkeit war gelblich mit einem Ton 
ins Gelblichgriine, von diinnfliissiger Konsistenz und ganz klar 
durchsichtig; sie zeigte folgende physikalische und chemische 
Daten — letztere als Gramm in 100 ccm angegeben: 

Spez. Gewicht bei 15° 1,0204, Gefrierpunktserniedrigung 
A = — 0,555 °, Oberfliichenspannung os = 6,1 (Blutserum der- 
selben Patientin cs = 6,55), Wasser 93,86, feste Bestandteile 
6,14, organische Substanzen 5,26, Gesamt-N 0,8316, davon 
EiweiB-N 0,8014 (Eiweifi durch Wagung 4,95) und Rest-N 
0,0184; von letzterem Harnsiure 0,0036 und Kreatinin + Kre- 


1) H, Fehling und G.Leopold, Arch. f. Gynik. Bd. 7, 8.531 (1875). 
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948 Ernst Sieburg, 


atin 0,008, reduzierende Bestandteile als Glukose 0,06, Ather- 
extrakt 0,065, davon Cholesterin + Cholesterinester 0,025; An- 
organisches als Asche 0,882, davon NaCl 0,604 und CaO 0,015. 

Unter den Eiweifkérpern des Liquors wurden nur Al- 
bumine und Globuline nachgewiesen, dagegen keine fibrino- 
plastische Substanz und keine durch Essigsiure fallbaren Hiweit}- 
kérper, wie Nukleoproteide, Seromucin und Pseudomucine, wie 
sich letztere als Produkte einer Sekretion von seiten der Epi- 
thelien bei den pseudomucinésen Cystadenomen der Ovarien 
finden. Wenn eine Degeneration als Ursache der Bildung eines 
Teils der Kiweifisubstanzen in Betracht kime, miiBte das aus 
dem Myom abgebaute arteigene, aber blutfremde Eiweif, wenn 
es nicht am Orte seiner Entstehung lokalisiert bliebe, in die 
Zirkulation gelangen und hier durch das Auftreten entsprechen- 
der Abwehrfermente in Erscheinung treten. Es lieBen sich 
jedoch weder im Blutserum der Patientin noch im Liquor 
selbst dergleichen Abwehrfermente durch die Abderhalden- 
sche Reaktion nachweisen. 

Bemerkenswert niedrig ist der Gehalt an Rest-N, er stellt 
etwa den untersten Grenzwert fiir Blutserum gesunder Indi- 
viduen dar. In anderen pathologischen Kérperfliissigkeiten ist 
er durchweg ganz erheblich héher gefunden'). Ein Abbau 
N-haltigen Kérpermaterials ist auch hiernach wenig wahr- 
scheinlich. 

Der Zucker- und Cholesteringehalt des Liquors ist so 
niedrig, daf} an autolytische oder besondere Zersetzungsvorgiinge 
in den Lipoidsubstanzen des Myomprotoplasmas kaum gedacht 
zu werden braucht. 

Die molekulare Konzentration des Cysteninhalts differiert 
nach der Gefrierpunktserniedrigung nicht wesentlich von der 
normaler Gewebsfliissigkeiten. Dagegen weisen die Ober- 
flachenspannungen des Liquors und des Serums der Patientin 
Unterschiede auf. Nach der Traubeschen Ohberflichen- 
spannungstheorie findet ein Stromgefille statt zwischen zwei 
durch eine Membran getrennten Medien mit verschiedener 


) A. Magnus-Levy, Zeitschr, f. klin. Med. Bd. 88, S. 1 (1919). 
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Oberflaichenspannung, und zwar von dem Medium niederer Span- 
nung zu dem hoherer. Fiir das Verhiltnis dieser Gréfe von 
Blut zu dem Inhalt eines Organs, wie etwa des Magens oder 
des Darms, schliefit Traube a priori, dafi} die Oberflaichen- 
spannung des Organinhalts kleiner sein mufi als die des Blutes, 
da das Blut nicht in den Magen oder Darm iibertritt. Da in 
diesem Falle aber ein Ubertritt von Blutserum bzw. von dessen 
Bestandteilen in die Myomcyste kaum zu bezweifeln ist, miibte 
hiernach das Stromgefille vom Serum zum Cysteninhalt sich 
bewegen und damit die Oberflaichenspannung des Liquors gréfier 
sein als die des Serums. Gegen diese Uberlegung hat man 
geltend gemacht, dai sie nur dann zu Recht bestehen kann, 
wenn das Blut oder Blutserum als chemische Einheit be- 
trachtet wird. Wenn aber ein Ubertritt von Bestandteilen 
des Serums in den Liquor anzunehmen ist, so lift sich hier 
liber die Bedeutung des Unterschieds der Gréfie o nur soviel 
Sicheres aussagen, daf} der Gehalt an Kolloiden iiberhaupt oder 
an Mengenverhiltnissen einzelner differiert. 

Da die Untersuchung der Cystenfliissigkeit keinerlei Pro- 
dukte einer spezifischen Zellentatigkeit oder proteolytischer 
und autolytischer, iiberhaupt degenerativer Vorginge ergeben 
hat, handelt es sich hier wohl sicherlich um einen Ubertritt 
von Substanzen aus dem Blutserum in eine Hoéhlenbildung der- 
art, daf} ein Filtrat mit einem geringeren Gehalt an Kolloid- 
substanzen und einem gleichen an Krystalloiden gegeniiber der 
Muttersubstanz restiert. 

Unter letzteren ist der Gehalt von 15 mg CaO von Inter- 
esse. Von Magnus-Levy’) wurde der Ca-Gehalt von serésen 
Fliissigkeiten meist geringer zu 5,8—7,3 mg Ca = 8,1—10,0 mg 
CaO als in dem Blutserum von Patienten (8,5—8,9 mg Ca 
= 11,9—12,5 mg CaO) gefunden. Neuere Analysen des Blut- 
kalks gesunder Menschen geben den Blutkalk mit 12,2—12,5 mg 
CaO*) und 9,8—10,5 mg CaO*) an. Die Ergebnisse dieser 


) A. Magnus-Levy l. «. 
*) W. H. Jansen, Diese Zeitschrift Bd. 101, S. 176 (1918). — Dtsch. 
Arch. f. klin. Med. Bd. 125, S. 168 (1918). 
8) KE. Kehrer, Arch. f. Gynakol. Bd. 112, S. 487 (1920). 
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250 Ernst Sieburg, 


Serienuntersuchungen méchte ich nicht ohne weiteres auf den 
Ca-Gehalt des Serums der Patientin iibertragen und diesen 
den obigen Kinzelbefund gegeniiberstellen. Im Blutserum von 
Ochsen fand Cushney') 15,2 mg Ca = 21,3 mg CaO, wovon 
bei der Ultrafiltration durch Kollodiumsickchen in das kolloid- 
freie Filtrat 9,9 mg Ca = 14 mg CaO, also 2 Drittel, iiber- 
gingen. Cushney schlieBt hieraus, daf, soweit Filtration an 
der Bildung von Korperfliissigkeiten beteiligt ist, diese armer 
an Ca sein miissen als das Blutserum. Daf} aber hier um- 
gekehrt eine erhebliche Differenz besteht im Ca-Gehalt der 
Kérperfliissigkeit und des Serums, und zwar zugunsten der 
ersteren und nicht nur im Ca-Gehalt gemeinhin, sondern in 
Bezug auf Ca-[onen, lief} sich mittels der Trendelenburg- 
schen Methodik am isolierten Froschherzen’) zeigen. Bei der 
Speisung des isolierten Herzens, in dessen Ventrikel eine Ka- 
niile eingefiihrt ist, mit isotonischer Niahrlésung, wird die 
Kontraktionsstirke durch ein Kationengleichgewicht in dem 
Sinne beherrscht, dafi jede Verminderung einer Ca-lonen- 
konzentration die Amplitude der Herzkontraktionen absinken 
lifit. Werden die Korperfliissigkeiten durch Zusatz von 50 °/, 
dest. Wasser froschisotonisch gemacht und an Stelle von Ringer- 
Lésung in jedesmal gleichen Mengen (1—1,5 ccm) zur Speisung 
des Herzens benutzt, so beobachtete man (Fig. 1) bei der 





Fig. 1. Bei  Speisung des Froschherzens mit dem Liquor, bei « 
mit dem Serum der Patientin, bei X &K XK mit einem Normal-Serum. 


Cystenfliissigkeit eine bedeutend gréfere Amplitude des Herz- 
schlages als unter dem Einfluf} des Serums der Patientin oder 


1) A. R. Cushney, Journ. of Physiol. Bd. 55, 8. 391 (1920). 
*) P. Trendelenburg und W. Goebel, Arch. exp. Path. u. Pharm. 
Bd. 88 (1920). 
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des Serums irgend eines gesunden Individuums. Hieraus geht 
gleichzeitig hervor, dafi Normalserum und Patientinnenserum 
beziiglich ihrer Ca-Ionenkonzentration sich nicht wesentlich 
voneinander unterscheiden. Noch deutlicher JaBt sich der 
Unterschied in der Ca-Ionenkonzentration zwischen Cysten- 
inhalt und Serum zeigen, wenn man als Testobjekt ein durch 
Oxalsiurevergiftung ermiidetes Froschherz benutzt (Fig. 2). 
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Fig. 2. Durch Oxalsiurevergiftung ermiidetes Froschherz; bei < Speisung 
mit dem Liquor, bei X > mit dem Serum der Patientin. 


Werden die Kérperfliissigkeiten verascht, die zuriickbleibenden 
Mineralbestandteile mit einigen Tropfen Salzsiure befeuchtet 
und wieder getrocknet, und dann mit entsprechenden Mengen 
0,5 °/,iger Natriumbicarbonatlésung aufgenommen, so ist zwar 
am Herzen (Fig. 3) noch ein Unterschied in der Ca-lonen- 





Fig. 3. Froschherz unter der Kinwirkung von isotonen Liésungen der 
Mineralbestandteile des Liquors, * X des Patienten-Serums, k K X 
eines Normal-Serums; bei A Ringer-Lésung. 


konzentration zwischen dem Liquor einerseits und dem Pa- 
tientinnenserum und einem Normalserum andererseits erkenn- 
bar; gleichzeitig zeigt der Versuch aber, verglichen mit der 
Kinwirkung der Ringer-Lésung, daf} das, was wir gemeinhin 
bei derartigen Analysen mit ,,Mineralbestandteile“ bezeichnen, 
die tatsichlichen Verhiltnisse, wie sie in den K6rperfliissig- 
keiten vorliegen, nicht wiedergibt. Die Veraschung dndert 
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nicht nur die Anionen, sondern sie gibt auch ein anderes Bild 
der Kationenkonzentration allgemein. 

Ks diirfte sich wohl verlohnen, der Frage nachzugehen, 
welche Bedeutung die Verschiebung der Ca-Ionenkonzentration 
zwischen Blut und einer Geschwulstfliissigkeit, wie sie hier 
vorliegt, zukommt. Die bekannte Hypothese von der ver- 
dichtenden Wirkung der Calciumsalze auf die intrazellulire 
Kittsubstanz, welche die entziindungs- und exsudatwidrige 
Wirkung der Calciumsalze verstindlich macht, kommt fiir die 
Beantwortung wohl kaum in Betracht. Uber Beziehungen 
des Mineralstoffwechsels zu Wachstumsexzessen ist nur sehr 
wenig bekannt. Auf die Gehaltsverhiltnisse der Alkalisalze 
zum Calcium bei bésartigen Neubildungen haben amerikanische 
Autoren’) hingewiesen. Hiernach ist das quantitative Ver- 
haltnis der Alkalien zum Calcium bei Sarkomen, die sich im 
Wachstum befinden, sehr viel gréfer als beim Zerfall der 
Tumoren. Bei experimentellen Mausecarcinomen wurden ahn- 
liche Verhiltnisse beobachtet. Hier fehlte das Calcium im 
Anfang der Entwicklung iiberhaupt oder es war nur in mini- 
malen Mengen vorhanden und nahm bei fortschreitender Ent- 
wicklung und beim degenerativen Wachstum rapide zu. 


1) §. P. Beebe, Americ. Journ. Physiol. Bd. 12, 8. 167 (1905). — 
G. A. H. Clowes und W. S. Frisbie, ebendort Bd. 14, S. 173 (1905). 
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Einwirkung einer alkoholischen Natriumacetatlisung auf 
Cholesterindibromid '). 


Von 
I. Lifschiitz in Hamburg. 
Erwiderung. 


(Der Redaktion zugegangen am 18, Oktober 1920.) 


Gelegentlich einer Arbeit ,Zur Kenntnis des Oxycholesterins‘ *), in 
der ich — meines Wissens — zum erstenmal die véllige Entbromung des 
Cholesterindibromids durch Einwirkung von Natriumacetat in alkoholischer 
Lisung auf diesen Kérper erérterte, fand ich ini Reaktionsprodukt neben 
dem amorphen Oxycholesterin als Nebenprodukt — zuniichst in kleinen 
Mengen — einen schén kristallisierenden Cholesterinkiérper, der aber — 
bei genauerer Betrachtung — in seiner Erscheinungsform, Lislichkeits- 
vermigen usw. vom eigentlichen Cholesterin merklich abweicht, und fiir 
den ich den Namen ,Metacholesterin‘ vorgeschlagen hatte. Der 
eigentliche Gegenstand dieses Aufsatzes war die konstitutive Erérterung 
der neuen OH-Gruppe (des Oxycholesterins) im Cholesterinmolekil. Ich 
hitte daher die Besprechung jenes Nebenproduktes, das ja mit dem 
genannten ‘hema in nur losem Zusammenhang steht, in den Aufsatz gar 
nicht aufgenommen, wenn ich nicht diese neue Cholesterinform seit vielen 
Jahren in den Lipoidstoffen der meisten tierischen Organe und Gewebe 
beobachtet und, bei deren erheblicher biologischer Bedeutung, fiir mit- 
teilungswert erachtet hitte *°). 

Unter obiger Uberschrift kommen A. Windaus und H. Liiders‘) 
an der Hand von einigen Versuchen auf jene Entstehung des. ,Meta- 
cholesterins‘ bei der genannten Entbromung des Cholesterindibromids zu 
sprechen, um nachzuweisen, daf dabei mindestens zum gréBten Teil (wenn 
nicht gar tiberhaupt) eigentliches Cholesterin entsteht. 


1) Siehe A. Windaus und H. Liiders, Diese Zeitschr. Bd. 109, 
S. 183—185 (1920). 

*) Siehe IIT. Mitteilung dieser Folge: Diese Zeitschr. Bd. 106, S. 271 
bis 295 (1919). 

8) Diese Befunde in den tierischen Lipoidstoffen habe ich in der 
Biochem. Zeitschr. Bd. 83, 8. 18 ff. (1917) veréffentlicht. 

*) Siehe Diese Zeitschr. Bd, 109, S. 183—185 (1920). 
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254 I, Lifschitz, 


Die Versuchsergebnisse der Autoren als zutreffend unterstellend, 
bliebe immerhin noch die Frage iibrig, ob und inwiefern die Nachpriifer 
meiner Arbeit den Angaben der letzteren in allen Stiicken gefolgt sind, 
oder ob sie in manchen Punkten, die sie etwa fiir unwesentlich hielten, 
davon abgewichen sind, was im letzteren Faille den von ihnen ermittelten 
Widerspruch erkliarlich machen wiirde. Ks sei mir daher gestattet, im 
nachstehenden die beiderseitigen Bedingungen und deren Ergebnisse mit- 
einander zu vergleichen, um an der Hand von Versuchen darzutun, daf 
die genannten Forscher tatsaichlich in mindestens zwei wesentlichen 
Punkten von meinen Angaben abgewichen sind und daher méglicherweise 
auch zu abweichenden Ergebnissen gelangen muBten. 

1. Windaus und Liiders stellten ihr Cholesterindibromid nach dem 
Verfahren des ersteren dar, indem sie eine gesittigte Cholesterinlésung 
in Ather mit einer 5°/,igen Bromlésung in Eisessig  vermischten, 
das sich im Gemisch abscheidende Dibromid aus Ather-Eisessig um- 
kristallisierten und mit Natriumacetat entbromten. Den Schmelzpunkt 
des Dibromids ermittelten sie scharf bei 122° C., der auch im Misch- 
schmelzpunkt sich nicht verinderte und sich mit dem des gewéhn- 
lichen Cholesterindibromids identifizierte. Irgendwelche Begleiterschei- 
nungen haben die Herren am Schmelzpunkt nicht verzeichnet. Denselben 
Kérper erhielten sie nach demselben Verfahren aus dem sogenannten Meta- 
cholesterin, aus dem sie wiederum — nach dessen Entbromung mit 
Natriumamalgam — und vielfachem Umkristallisieren des Reaktions- 
produktes aus Methylalkohol zum eigentlichen (rhombischen?) Cho- 
lesterin gelangten. Allerdings geben die Untersucher zu, daB bei dieser 
Entbromung sich eine Umlagerung des Metacholesterins in Cholesterin 
vollzogen haben konnte. Aber auch dies kann dahingestellt bleiben; fest 
steht jedoch, daB die genannten Herren ihr Dibromid in Gegenwart eines 
stark sauren und reaktiven Mittels wie Eisessig haben entstehen lassen. 

Eben dieser Umstand veranlaBte mich bei der Herstellung des sehr 
empfindlichen und wenig bestandigen Cholesterindibromids, fiir jene meine 
Untersuchungen ein méglichst indifferentes, einheitliches und 
neutrales Lésungsmittel in Anwendung zu bringen. Reines Cholesterin 
wie Brom wurden daher jedes fiir sich in Ather gelést, miteinander ver- 
mischt und aus dem Gemisch — nach seiner Entfirbung — das Dibromid 
mit Alkohol gefallt. Der gut abgesaugte, mit Alkohol ausgewaschene 
und schon fast reine weife und silberglinzende Kérper wurde aus Wein- 
geist umkristallisiert. Im Schmelzréhrchen verhialt sich das so erhaltene 
Cholesterindibromid folgendermaBen: Beim vorsichtigen und lang- 
samen Erwiarmen wird es bereits bei 90°C. gelblich, lockert sich bei 
91—92°C. unter Erscheinung dunkelbrauner Punkte, fallt bei 93° C. braun 
werdend zusammen und schmilzt dann bei 98—94°C. zu einer schwarz- 
braunen Masse, die sich bald darauf unter Gasentwickelung zersetzt. Der 
Kérper wurde dann noch 3—4mal aus Alkohol umkristallisiert und nach 
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jeder Kristallisation und sorgfiltiger Trocknung tiber CaCl, und KOH der 

Schmelzpunkt festgestellt; er blieb unverindert und zeigte dabei jene 

Begleiterscheinungen *), 


Diesen Schmelzpunkt habe ich an zwei verschiedenen, frisch her- 
gestellten Priparaten mit dem gleichen Erfolge festgestellt. Da ich 
auch ein einige Monate altes im Exsikkator aufbewahrtes und noch gut 
aussehendes Priiparat besaB, so habe ich zur Kontrolle auch von diesem 
—- nach dessen wiederholtem Umkristallisieren — den Schmelzpunkt 
genommen, und zwar nach jeder Kristallisation besonders. Das Resultat 
war jedesmal das oben geschilderte. 


Bei der sehr hohen Differenz zwischen den beiderseitig ermittelten 
Schmelzpunkten des Cholesterindibromids (94° und 122°C.) kann es kaum 
noch einem Zweifel unterliegen, daB es sich hier um zwei wesentlich 
verschiedene Dibromide handelt, die freilich nach ihren Entbromungen 
sehr wohl auch verschiedene Cholesterinformen liefern kénnten. 


DaB auch bei mir ein reines und einheitliches Cholesterindibromid 
vorlag, zeigte, aufer dem schénen und einheitlichen mikroskopischen 
Bilde, die gut stimmende Brombestimmung des Kérpers. Sie ergab 
28,64°/, Brom (Theorie: 29,26°/, Br.). 

2. Bei ihrer in Rede stehenden Nachpriifung meiner Befunde tiber 
die Entbromung des Cholesterindibromids haben auch Windaus und 
Liiders einen Cholesterinkérper mit Natriumacetat usw. freigelegt, 
der den Schmelzpunkt 142°C. zeigte, welch letzterer somit dem Schmelz- 
punkt des Metacholesterins (141°C.) ja sehr nahe kommt, den sie aber 
auf eine schwer zu entfernende Verunreinigung zuriickfiihren. Sie ver- 
suchten daher den Kérper durch wiederholtes Umbkristallisieren aus 
Methylalkohol zu reinigen und gelangten schlieBlich zu einem Kri- 
stallisat mit dem Schmelzpunkt 145°C., also zum Cholesterin. Diese 
Erscheinung ist jedoch auch mir durchaus nicht unbekannt. Auch ich 
bin auf Cholesterinarten in manchen tierischen Lipoidstoffen gestofen, 
wo ich neben Metacholesterin auch erhebliche Mengen Cholesterin ange- 
troffen und nach vielfachem Umkristallisieren aus reinem Methyl- 
alkohol im letzten Kristallisat auch Cholesterin erhalten hatte, das in 
diesem Mittel wesentlich schwerer léslich ist als Metacholesterin. Allein 
dieses letztere konnte ich aus den Filtraten durch Zusatz von kleinen 
Mengen Wassers um so leichter isolieren und aus waiBrigem Athyl- 


') Wislizenus, der gleichfalls in einem dhnlichen Mittel (CS,) 
das Cholesterindibromid hergestellt hatte, gibt den Schmelzpunkt nicht 
an, sondern sagt nur: ,Schmilzt beim Erhitzen, unter Verkohlung* 
(siehe Beitsteins Handbuch), Wenn er jenen scharfen Schmelzpunkt 
(122° C.) beobachtet hatte, so wiirde er ihn sicherlich auch verzeichnet 
haben, 
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oder auch Methylalkohol umkristallisieren und dann durch das Digitonid 
und dessen Umkristallisieren aus Kisessig usw. reinigen’). 

In derselben Weise hatte ich aach den nach der Entbromung meines 
Cholesterindibromids mit Natriumacetat erhaltenen Cholesterinkérper, wie 
aus meiner eben zitierten Arbeit hervorgeht, mit wiBrigen Alkoholen 
usw. gereinigt. Nach den unter 1. gemachten Ausfihrungen konnten 
freilich Windaus und Liiders ein Gemisch von Cholesterin und Meta- 
cholesterin erhalten; da sie es aber aus Methylalkohol vielfach um- 
kristallisierten, so gelangte, wie ersichtlich, das darin leichter lésliche Meta- 
cholesterin in die Mutterlaugen (die sie jedoch weiter nicht untersuchten) 
und erhielten so im letzten Kristallisat naturgemé$ Cholesterin. 

Aus diesen Ausfiihrungen diirfte zur Geniige hervorgehen, da$ mein 
Befund iiber die Entstehung des Metacholesterins aus dem nach den 
Angaben in meiner Arbeit hergestellten Cholesterindibromid 
nach dessen Entbromung mit Natriumacetat in alkoholischer Lisung 
sehr wohl zutreffend ist, und da§B der von Windaus und Liiders er- 
hobene Widerspruch darauf beruht, daB sie, wie gesagt, in zwei wesent- 
lichen Punkten von meinen Angaben abgewichen sind. Auf den Unter- 
schied zwischen den beiden Dibromiden werde ich demnachst zuriick- 
kommen. 


Hamburg, Ende September 1920. 





1) Siehe die eingangs zitierte Arbeit: Diese Zeitschr. Bd. 106, S. 284 ff. 
(1919). 




















Neue Darstellungsmethoden von Nukleinsiuren. 
Von 


R. Feulgen., 





(Aus dem physiologischen Institute der Universitat GieSen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 3, August 1920.) 


Beim experimentellen Studium verschiedener Nuklein- 
siuren gewann ich den EKindruck, daf} die Darstellungsmetho- 
den dieser Kérper verbesserungsbediirftig sind. Uber neue 
Darstellungsweisen werde ich in dieser und den folgenden 
Arbeiten derselben Uberschrift berichten. 


I. Mitteilung. 


Die Darstellung der Guanylsdure als kristallisierendes 
Natriumsalz. 

Nukleinséiuren gehéren zu den Stoffen, die nur schwer 
zur Kristallisation gebracht werden kénnen. Die komplizier- 
teren Nukleinsiuren — die Thymonukleinsadure sowie die Hefe- 
nukleinsiure — sind bisher iiberhaupt noch nicht kristallisiert 
erhalten worden, und die Guanylsiure — eine der einfachsten — 
nur als Brucinsalz. 

Diese Levene’) gelungene Kristallisation der Guanylsaure 
als Brucinsalz bedeutete einen grofjen Erfolg in der Nuklein- 
siure-Chemie; jedoch ist die Darstellung der Brucinsalze — und 
auch die Darstellung der rohen Guanylsiure nach Levene — 
eine sehr umstandliche und bei weiterer Verwendung der 
Guanylsdure, sei es zu chemischen, sei es zu biologischen Ver- 
suchen, wird es ohnehin notwendig, das Brucin wieder aus 
dem Molekiil zu entfernen?). 





') Journ. of Biol. Chem. Bd 12 (1912). 

*) Wahrend der Drucklegung dieser Arbeit erfuhr ich durch Referat 
{C. 1920 III 198), daB auch die freie Guanylsdiure von Levene kri- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXI. 19 
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258 R. Feulgen, 


Es gelang mir nun, auch ein Natriumsalz der Guanylsiure 
zur Kristallisation zu bringen, und diesem Umstande lege ich 
deswegen griBere Bedeutung bei, weil Natriumsalze ohnehin 
als Endprodukt bei der von mir beschriebenen') Guanylsiure- 
Darstellungsmethode erhalten werden, und weil es so gelang, 
ohne weiteres zu einem leicht zuginglichen kristallisierten End- 
produkte zu kommen, wodurch die Brauchbarkeit der Darstel- 
lungsmethode meines Erachtens wesentlich erhéht wird. 

Das Wesen der von mir angegebenen Darstellungsmethode 
ist folgendes: 

Ich habe nachgewiesen, daf} die Guanylsiure in der Pan- 
kreasdriise nicht als selbstindige Nukleinséiure vorkommt, son- 
dern mit einer Nukleinsiure vom Typus der echten gepaart; 
Guanylnukleinsadure nannte ich diese Verbindung, iiber die 
ich bereits friiher kurz berichtet habe’). Die Auffindung dieses 
K6rpers ist eine strikte Widerlegung der alten Anschauung, 
dafs Guanylsiure und Pankreasnukleinsiure (vom Typus der 
echten) als getrennte Proteide vorkommen. Nach diesen 
Ergebnissen ist die Guanylsiure gleichsam nur ein Kunst- 
produkt, ein abgespaltenes Nukleotid einer héheren Nuklein- 
saure. 

Diese Anschauungen sind inzwischen vonE.Hammarsten®) 
im wesentlichen bestitigt worden, der mit anderen Methoden 
zu demselben Resultate kam, und Meinungsverschiedenheiten 
bestehen nur in dem molekularen Gewichtsverhiltnisse, in dem 
die beiden Nukleinsiuren gepaart sind. Durch schwache al- 
kalische Hydrolyse wird die Guanylnukleinsiure leicht gespalten 
in die Komponenten Guanylsiure und Pankreasnukleinsiure. 

Als Ausgangsmaterial fiir die Darstellung der im Pankreas 
vorkommenden Nukleinsiuren wahle ich stets das B-Nukleo- 
proteid, das nach O. Hammarsten erhalten wird, indem man 
zerhackte Pankreasdriisen auskocht und das Filtrat mit Essig- 


stallisiert erhalten worden ist, und zwar als Guanin-Nukleotid der Hefe- 
nukleinsaure, mit dem sie identisch ist. (Journ. Biol. Chem. Bd. 41, S.483—93.) 
1) Diese Zeitschr. Bd. 106, S. 249 (1919). 
2) Diese Zeitschr. Bd. 108, S. 147 (1919). 
5) Diese Zeitschr. Bd. 109, S. 141 (1920). 
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siure fallt. H. Steudel fallt obendrein noch mit Alkohol, 
wodurch die Ausbeuten ganz wesentlich erhéht werden. Auch 
ich benutze zur Darstellung des Ausgangsmaterials die Alkohol- 
fillung, und zwar ausschliefilich diese, da Nukleinsiuren ganz 
besonders in Gegenwart von Kiweif} eine spezifische Fallbar- 
keit mit Alkohol aufweisen. Ob das durch Alkoholfallung ge- 
wonnene Produkt identisch ist mit dem von 0. Hammarsten 
durch Essigsiure dargestellten, ist fiir mich unerheblich, da 
ich das Proteid lediglich als Durchgangskérper fiir die Dar- 
stellung der darin vorkommenden Nukleinsiuren benutze. 

Da die Darstellung des Nukleoproteids eine sehr einfache 
und schnelle ist, und es gelingt, durch einfache Manipulationen 
die Nukleinsiuren in iibersichtlichen Verhiltnissen und verhalt- 
nismafig einfacher Bindung zu erhalten, so empfehle ich stets 
den Weg iiber das Proteid, zumal es auf diese Weise leicht 
méglich ist, die tibergrofje Driisenmasse loszuwerden. Das 
Proteid ist auch schon deswegen zur Verarbeitung auf die 
Nukleinsiure besonders geeignet, weil es sehr reich an Nuklein- 
siuren ist (iiber 50°/, des Proteids bestehen aus Guanylnuklein- 
sdure). 

Die Verarbeitung des Proteids auf Nukleinsiuren muf nun 
eine verschiedenartige sein, je nachdem man gréferes Gewicht 
auf die eine oder die andere Nukleinsiure legt. Die wissen- 
schaftlich rationellste Verarbeitung wiirde die sein, daB man 
aus dem Proteid zunichst die Guanylnukleinsdéure darstellt, 
ein Weg, den ich bereits friiher gewiesen habe’), wiihrend eine 
genave Beschreibung der Methode im Rahmen dieser Arbeiten 
mitgeteilt werden wird. Hat man erst die Guanylnukleinsaure, 
so sind durch milde alkalische Hydrolyse auch die Bruchstiicke, 
nimlich die Guanylsaiure und die Pankreasnukleinsiaure, leicht 
zuginglich, die dann nach der weiter unten beschriebenen 
Methode getrennt werden kénnen. Dieser Weg wird sich aber 
nicht empfehlen, wenn es wesentlich auf die Guanylsaiure 
ankommt, weil die Reindarstellung der Guanylnukleinséure mit 
erheblichen Verlusten verbunden ist, wihrend die Guanylsaure 





') Diese Zeitschr., Bd. 108, S. 147 (1919). 
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selbst sich mit guter Ausbeute auch durch direkte alkalische 
Hydrolyse des Proteids gewinnen abt. 

Auf welchem Wege man auch die Guanylsiure, um die 
es sich ja hier handelt, darstellt, immer hat man vor der Iso- 
lierungsarbeit eine alkalische Hydrolyse vorzunehmen, da 
ja die Gunanylsaure nicht frei, sondern als Guanylnukleinsiure 
vorkommt, und immer muf} man daher auch mit ihrem Be- 
gleiter, niémlich der Pankreasnukleinsiure, rechnen. Ich habe 
nun eine Methode angegeben, mit der eine Trennung der 
Natriumsalze dieser beiden Nukleinsiuren gelingt, es ist dies 
die Natriumacetatmethode, die darauf beruht, dafi guanyl- 
saures Natrium in neutraler Lésung durch Natriumacetat leicht 
ausgesalzen werden kann, wahrend das Natriumsalz der Pan- 
kreasnukleinséure (und iibrigens auch der Guanylnukleinsiure) 
unter diesen Bedingungen leicht léslich ist. So kann man 
nicht nur eine Trennung der beiden Nukleinsiuren erreichen, 
sondern auch das guanylsaure Natrium durch ,Umscheiden‘ 
aus heifjer Natriumacetatlésung einer wirksamen Reinigung 
unterziehen, wodurch vor allem eine vdllige Befreiung von 
Resten der Pankreasnukleinséure erzielt werden kann. Aber 
diese Methode geniigt noch nicht zur vdélligen Reinigung des 
guanylsauren Natriums. Ich habe nimlich gezeigt'), daf} das 
guanylsaure Natrium sehr leicht von basischen Verunreinigungen, 
die wahrscheinlich aus dem Eiweif} stammen, begleitet ist, wo- 
durch das Praparat mit Essigsiéure fallbar und in verdiinnter Essig- 
siure unléslich wird, offenbar durch Bildung eines unléslichen Sal- 
zes mit dieser Verunreinigung. Hierdurch aber wird die von Bang 
angenommene Fallbarkeit der Guanylsiure mit Essigsaure vor- 
getiiuscht. Von dieser basischen Verunreinigung lafit sich die 
Guanylsiure durch Fallung mit Alkohol aus alkalischer 
Reaktion befreien, wobei die basische Verunreinigung durch 
das starke Alkali von einer Salzbindung mit der Guanylsaure 
abgehalten wird und in der alkoholischen Mutterlauge bleibt. 
Die Reinigung der Guanylsiure durch Alkoholfallung aus alka- 
lischer Reaktion ist unbedingt erforderlich und kann auch durch 





1) Diese Zeitschr. Bd. 106, 8. 250 (1919). 
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ein Umscheiden des guanylsauren Natriums aus heifier Natrium- 
acetatlésung nicht ersetzt werden. 

Diese hier kurz umrissene Darstellungsmethode vermeidet 
also Schwermetallfallungen mit den damit verkniipften Un- 
bequemlichkeiten. 

Wie friihere Analysen zeigten, wies das so gewonnene 
guanylsaure Natrium bereits einen hohen Grad von Reinheit 
auf, die durch die nunmehr erfolgende Kristallisation noch er- 
héht wird. 

Das kristallisierte guanylsaure Natrium zeigt jedoch einige 
Besonderheiten, zu deren Verstiindnis die Eigenschaften’) des 
guanylsauren Natriums herangezogen werden miissen. 

Das neutrale sekundire guanylsaure Natrium ist in Wasser 
ziemlich, aber nicht leicht léslich, Zusatz von Mineralsaéuren 
bewirkt Lésung, weil die wasserlésliche Guanylsiure frei wird. 
In Essigsiure ist das reine und salzfreie guanylsaure Natrium 
(im Gegensatz zu den Angaben Bangs) nicht unléslich, viel- 
mehr quillt in Wasser suspendiertes guanylsaures Natrium auf 
Zusatz von Essigsiiure sofort zu einer homogenen sehr hydro- 
philen Gallerte auf. Durch Alkohol wird die Gallerte als 
saures guanylsaures Natrium in langen fibrinaéhnlichen Flocken 
gefallt; auch Natriumacetat bewirkt Fallung. Versetzt man 
aber in Wasser suspendiertes neutrales sekundares guanylsaures 
Natrium mit Natronlauge, so tritt leicht véllige Lésung 
ohne Gallertbildung ein, und aus der alkalischen Lésung 
ist mit Natriumacetat keine Fallung mehr zu erzielen. Da- 
gegen bewirkt Alkohol élige Fallung, die aber bald, be- 
sonders beim Reiben, kristallinisch erstarrt. 

Aus diesen Erscheinungen ziehe ich den Schluf, daf 
eine Salzbildung mit einem weiteren Molekiil Natrium- 
hydroxyd stattgefunden hat, dafi das so entstandene Salz 
in Wasser sehr leicht léslich und mit Natriumacetat nicht fall- 
bar ist. Als Ort fiir den Eintritt eines weiteren Natriumatoms 
kommt nur das Guanin in Frage, da das Natriumsalz 
der Guanysliiure, von dem ich ausgegangen war, ja schon das 


') Diese Zeitschr. Bd. 106, 8S. 253 (1919). 
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,neutrale* Salz darstellt, wenigstens soweit die vertretbaren 
Wasserstoffatome der Phosphorsiiure in Frage kommen. In 
der Tat kann ja das Guanin auch den Charakter einer Saure 
haben, indem Imidwasserstoffe durch Metalle ersetzt werden 
kénnen, und wihrend freies Guanin in Wasser unldslich ist, 
lést es sich leicht in starken Alkalien. 

Dieses tertiire Natriumsalz der Guanylsiure kann nun 
leicht zur Kristallisation gebracht werden. Wie erwiahnt, ent- 
steht auf Zusatz von Alkohol zur alkalischen Lésung der 
Guanylsiure eine dlige Triibung oder sirupése Fillung, die 
nach einigem Reiben mit dem Glasstabe zu einer kristallinischen 
Masse erstarrt. Beim Umkristallisieren in der gleichen Weise 
erhalt man leicht makroskopisch sichtbare flache Prismen, die 
wie kleine Lineale oder manchmal tafelf6rmig aussehen. Die 
Analyse deutet darauf hin, daf} im ganzen 3 Na-Atome vor- 
handen sind, von denen nach dem Gesagten 2 an Phosphor- 
siure gebunden sind, wahrend das dritte am Guanin sitzt. 
Schematisch wiirde der Kérper also so aussehen: 


sain 
Na” 

Da die Glukosidbindung im Purinkerne in der Stellung 7 
angenommen wird, so kommt fiir das Na-Atom nur noch die 
Stellung 1 in Frage. 

Auf Grund dieser Versuche wurde nun die Darstellungs- 
weise der Guanylsiure auf die Erlangung dieses kristallisierten 
Endproduktes zugeschnitten, so daf} sich nunmehr die unten 
ausfiihrlich auseinandergesetzte Arbeitsmethode ergibt. 


Phosphorsiiure-Ribose-Cuanin-Na 


Eigenschaften des tertidren guanylsauren Natriums. 


Das tertiire guanylsaure Natrium ist in Wasser auferst 
leicht léslich und im Gegensatze zu dem sekundiren und pri- 
miren Natriumsalze nicht mit Natriumacetat aussalzbar. In 
anderen Lésungsmitteln ist es unléslich. Da das Guanin eine 
sehr schwache Siure ist, so ist in wéiriger Lésung diese 
Dissoziationsstufe des tertiiiren Salzes weitgehend hydrolytisch 
dissoziiert, und die Lésung reagiert deswegen gegen Lackmus 
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stark alkalisch. Die als Siure wirkenden Imidwasserstoffe in 
dem Ké6rper sind nicht nur schwicher als die Kohlensiure, 
sondern sogar schwicher als der Séiurecharakter des Phenols, 
denn beide Stoffe vermégen das tertiire Salz in das sekundire 
zu verwandeln. Bei der Darstellung ist daher Kohlensiure 
sorgfaltig fernzuhalten. Beim Erhitzen iiber 100° braunt sich 
das Salz, verkohlt und verbrennt schliefilich ohne zu erweichen 
oder sich aufzublihen und hinterlaifit eine leicht weif zu be- 
kommende alkalisch reagierende Asche, die aus Natriumpyro- 
phosphat und Natriumcarbonat besteht. 


Entstehung und Eigenschaften des tertiaren guanylsauren 
Natriums dringen nun zu einem Vergleich mit dem von mir 
friiher beschriebenen analogen Salze der Thymonukleinsaure ’). 
Auch das neutral reagierende (quaternire) Natriumsalz dieser 
Nukleinsiure verbindet sich in verdiinnter Natronlauge mit 
weiteren NaOH-Molekiilen, und zwar treten anscheinend 2 
weitere Natriumatome bei der Salzbindung ein. Durch diese 
Salzbildung trat eine Veriinderung des Ausgangsmaterials in 
mehrfacher Beziehung ein: 


1. Gelatinierte (im Falle der a-Form) das Natriumsalz 
nicht mehr, 

2. ist von einer optischen Aktivitét nichts mehr zu merken, 
wihrend die spezifische Drehung vorher etwa 80° betrug. 


Damals hatte ich als mutmaflichen Ort fiir den Eintritt 
der weiteren Na-Atome den kohlenhydratiéhnlichen Komplex 
fiir wahrscheinlich gehalten, hauptsichlich auch deswegen, 
weil die Thyminsiéure, die keine Purine mehr enthialt, eben- 
falls in stark alkalischer Reaktion jede erkennbare Aktivitit 
verliert. Die Analogie mit der Guanylsiure veranlafit mich 
aber, auch bei der echten Nukleinsiure den Eintritt der 
weiteren Na-Atome an den Purinen anzunehmen. Es sei hier 
betont, dafi das tertidre Salz der Guanylsiure nicht etwa die 
hbeobachtbare Aktivitit einbiiBt; denn die freie Saéure dreht 
links, und das tertiire Salz ebenfalls (siehe unten). 





') Diese Zeitschr. Bd. 104, S. 189 (1919). 
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Experimenteller Teil. 
A. Darstellung des Nukleoproteids. 


Da das Proteid nicht nur als Ausgangsmaterial fiir die 
Guanylsiure, sondern auch zur Darstellung der Guanylnuklein- 
siure dient, so soll die Bereitung desselben hier ausfiihrlich 
besprochen werden, zumal mehrere Punkte im Interesse einer 
glatten Durchfiihrung der Operationen beachtet werden miissen, 
besonders wenn es sich, wie es zur Durchforschung der Nuklein- 
siuren notwendig ist, um die Verarbeitung gréfierer Mengen 
handelt. 


a) Allgemeines. 


Im Grunde genommen ist die Darstellung des Proteids 
sehr einfach: Man kocht die in der Fleischhackmaschine zer- 
kleinerte Driisenmasse mit Wasser aus und fallt nach dem 
Vorschlag von Steudel die Ausziige mit Alkohol. 


Zunichst ist es erforderlich, nur ganz frisch aus dem 
Schlachthause bezogene Driisen (Pankreasdriisen der Rinder) 
zu benutzen. Da sich diese sehr leicht zersetzen, pflege ich 
sie nur im Winter bei Frost zu verarbeiten. 


Die Isolierung des Proteids als Trockenpraparat wiire 
nun ap sich nicht unbedingt erforderlich; denn man kénnte 
ja die wafirigen Extrakte gleich evtl. nach Einengen auf 
Nukleinsiuren weiterverarbeiten. Da aber neben dem Proteid 
viele andere Stoffe aus den Driisen ausgelaugt werden, so ziehe 
ich die Darstellung den Proteids vor. 


Da das Proteid aus der Pankreasdriise nicht in reichlicher 
Menge (etwa 1,5°/o der Driisenmasse) gewonnen werden kann, 
anderseits aber verhialtnismaifig grofe Driisenmassen ver- 
arbeitet werden miissen, so sind grofe Flissigkeitsmengen 
mit geringen Proteidgehalten zu bewiiltigen, zumal im Interesse 
einer guten Ausbeute wiederholtes Auskochen erforderlich ist. 
Die Frage, ob es vorzuziehen ist, die Extrakte einzuengen 
oder gleich mit Alkohol zu fallen, muf je nach den Umstianden 
entschieden werden. Im Interesse eines geringen Alkohol- 
verbrauchs ist man geneigt, die Frage im ersteren Sinne zu 
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entscheiden. Ist man aber im Besitze eines gréferen Destillier- 
apparates, so ist es bequemer, die Ausziige ohne Einengen 
mit einer gréfieren Menge Alkohol zu fallen und dann aus 
der Mutterlauge den Alkohol zuriickzugewinnen; denn ein 
Abdestillieren der alkoholhaltigen Mutterlauge ist viel einfacher 
als das Einengen empfindlicher Fliissigkeiten in gréferen 
Mengen. Will man aber die Ausziige einengen, was heute 
im Interesse einer besseren Proteidausbeute wohl zu empfehlen 
ist, so kann man entweder im Vakuum oder in der Schale 
auf dem Wasserbade eindampfen. Ersteres ist dann unbedingt 
geboten, wenn man aus dem Proteid die Guanylnuklein- 
siure darstellen will; denn diese ist sehr empfindlich. Will 
man aber auf die Guanylsiure hinarbeiten, so geniigt auch 
ein EKinengen auf dem Wasserbade in der Schale, besonders 
wenn man durch Anwendung eines Riihrers und Ventilators 
fiir ein schnelles Verdampfen sorgt. 

Im Zusammenhange hiermit ist auch die Frage zu erértern, 
wie oft und mit wieviel Wasser die Driisen ausgekocht werden 
sollen. Wendet man zuviel Wasser an, so erhilt man das 
Proteid in den Extrakten verdiinnter, man mu dann ent- 
sprechend mehr Alkohol aufwenden und trotzdem sinkt die 
Ausbeute. Dies spielt naturgemifi keine Rolle, wenn man 
die Extrakte vor der Alkoholfallung einengt. Ich wende meist 
die direkte Alkoholfallung an und koche die Driisen dreimal 
mit Wasser aus, wobei auf je 15 kg Driisensubstanz 3 1 Wasser 
kommen. Es sei hier bemerkt, dafi} es nicht gelingt, alles 
Proteid aus der zerkleinerten Driisenmasse auszulaugen, was 
ja bei der histologischen Struktur der Driisenmasse nicht ver- 
wunderlich ist. Aus den ausgelaugten Driisen lassen sich 
noch weitere Mengen Guanylsiure gewinnen, wenn man die 
Riickstiinde etwa nach der Neumannschen Nukleinsaure- 
darstellungsmethode mit Natronlauge verfliissigt und nach 
dem Neutralisieren mit Essigsiure mit Alkohol fallt. Die 
Gewinnung und Reindarstellung der so erzielten Guanylsdure 
ergibt sich sinngeméf} aus der unten beschriebenen Darstel- 
lungsmethode aus Proteid. Es ist aber ohne weiteres klar, 
daf} man aus den Riickstaénden keine Guanylnukleinsiure mehr 
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gewinnen kann, da diese durch die Alkaliwirkung auch auf- 
gespalten wird. 

Die ausgekochten Driisenmassen lassen sich sehr leicht 
siedend heif abfiltrieren, wenn die Driisen vorher einigermafen 
fettfrei priipariert waren. Die Filtrate sind anfangs fast klar; 
beim Abkiihlen und Stehen entsteht jedoch eine Triibung, zum 
gréBten Teil aus Fett bestehend. Diese Unzutriglichkeit wird 
iiberwunden durch Erzeugung eines Niederschlages in dem 
Auszuge dadurch, dafi einfach mit Natronlauge schwach al- 
kalisch gemacht wird. Der entstehende zarte, flockige Nieder- 
schlag (wohl meist Erdphosphate) reifit alles kolloidal geliste 
Fett mit und es entsteht eine vdllig klare Fliissigkeit, die 
man durch Abhebern vom Niederschlage trennt. Die Ent- 
fernung der Erdphosphate empfiehlt sich unter allen Umstiinden, 
da sie sonst in grofier Menge in das Proteid iibergehen. Nach 
Neutralisation fallt man dann mit Alkohol, evtl. nach vor- 
herigem Einengen. Anderthalb Volumen Alkohol sind wohl 
meist ausreichend; von zuriickgewonnenem, nicht 96°/oigem 
Alkohol, nimmt man entsprechend mehr. Es ist zu beachten, 
daf} der Niederschlag vor dem Absaugen durch éfteres Dekan- 
tieren mit Alkohol etwas entwiissert wird, sonst verschmiert 
das Filter und die Filtration verlauft sehr langsam. Ein 
villiges Entwissern mit albs. Alkohol und Ather ist iiber- 
fliissig, da es nicht auf die Gewinnung staubfeiner Pulver an- 
kommt und grofje Mengen Alkohol dazu notwendig wiren. 
Das Trocknen geschieht am besten durch Aufstreichen auf 
Glasplatten und Aufbewahren der Platten an einem warmen 
Ort. Dain den Praiparaten immer noch viel Wasser enthalten 
ist, kleben die Proteidmassen beim Trocknen zusammen und 
miissen nachher zerrieben werden. 


b) Beispiel fiir die Verarbeitung von 15 kg Driisen. 


15 kg von Bindegewebe, Fett usw. reinpraparierte Pankreas- 
driisen vom Rinde (zur Gewinnung dieser Menge sind etwa 20 kg 
Schlachthaus-Pankreas notwendig) werden mit der Fleischhack- 
maschine zerkleinert, der Organbrei in einem Kochkessel mit 
3 1 siedenden Wassers iibergossen und unter standigem Um- 
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riihren mit einem starken Holzstabe weiter erhitzt. Die zu- 
erst sehr dickliche Masse wird gegen 50° infolge Koagulation 
von Eiweifikérpern diinner und weiterhin so diinnfliissig, dafi 
stiindiges Umriihren nicht mehr notwendig ist. Man erhitzt 
bis zum Sieden, lifit '/, Stunde bedeckt stehen und filtriert 
auf grofien Faltenfiltern ab. Nach vélligem Abtropfen werden 
die noch heifjen Driisenmassen samt anhaftenden Filtern in 
demselben Kessel abermals mit 5 | siedenden Wassers durch- 
geriihrt, der dicke Brei unter fortwahrendem Umriihren bis 
zum Sieden erhitzt, nach '/, Stunde abfiltriert und diese Ope- 
ration des Auslaugens noch einmal mit 3 1 Wasser wieder- 
holt. Man erhilt so ein Gesamtfiltrat von etwa 17 1, fiir 
dessen méglichst schnelle Kiihlung man Sorge tragen mufi, 
am besten durch Hindurchgiefien durch einen kupfernen 
Schlangenkiihler. Der Fliissigkeit setzt man zur Vermeidung 
von Fiulnis etwas Toluol zu und suspendiert dieses durch 
Hindurchblasen von Luft durch die Fliissigkeit. Nach vél- 
ligem Abkiihlen versetzt man die Proteidlésung mit 33 °/oiger 
Natronlauge (10 ccm auf je 1 1), lait den entstehenden Nieder- 
schlag iiber Nacht sich absetzen, hebert dann die klare Fliissig- 
keit ab und filtriert vollends den Bodensatz durch ein Falten- 
filter ab. Die erzielte klare Fliissigkeit wird jetzt mit Eis- 
essig neutralisiert und mit etwa 11/, Volumen 96°/oigem 
Alkohol versetzt. Beim Bewegen der Fliissigkeit mittels 
Durchblasens von Luft entsteht nach einiger Zeit ein flockiger 
Niederschlag, von dessen Vollstindigkeit man sich durch 
weiteren Zusatz von Alkohol iiberzeugt. Man laft ihn ab- 
sitzen, hebert die Mutterlauge am folgenden Tage ab, ent- 
wiissert den Niederschlag durch wiederholtes Verriihren mit 
Alkohol, Absitzenlassen und Abhebern, saugt endlich ab und 
trocknet das Proteid nach Aufstreichen auf grofe Glasplatten 
an einem warmen Orte (z. B. iiber einem geheizten Ofen). 
Ausbeute an lufttrocknem Proteid ca. 200 g = 1,3°/o der 
praiparierten Driisen = 1°/o der rohen Driisen. 


nn A i ane ap tee is 





Ses Hit ein ly tins a 
a Cad ao i a 


epmenes Rip die sat 
Bente eT See 


Seg en 





268 R, Feulgen, 


B. Darstellung von kristallisiertem guanylsauren 
Natrium aus Nukleoproteid. 


a) Allgemeines. 


Die Darstellung zerfallt in folgende vier Phasen: 

1. Alkalische Hydrolyse des Proteids. Hierdurch wird 
das Eiweifi} abgespalten und zugleich die Guanylnukleinsiure 
aufgespalten in die Komponenten Guanvylsiure und Pankreas- 
nukleinsiure. Durch Alkoholfillung aus der neutralisierten 
und dann mit Ammoniak alkalisch gemachten Hydrolysen- 
fliissigkeit gewinnt man ein Gemenge der Natriumsalze dieser 
beiden Nukleinsauren. 

2. Reinigung durch Alkoholfallung bei mit iiberschiissiger 
Natronlauge alkalisch gemachter Reaktion. Es empfiehlt sich, 
diese Operation hier, d. h. vor der Trennung der beiden 


Nukleinséiuren auszufiihren, weil so beide Nukleinsiuren auf 


einmal in einer Operation gereinigt werden kénnen. Eine 
Vorbereitung findet diese Operation zweckmiifjig dadurch, dai 
man schon unter 1. die Rohprodukte der Nukleinséuren bei 
alkalischer Reaktion mit Alkohol fallt. Es ist aber nicht 
zweckmafiig, schon unter 1. Natronlauge zur alkalischen 
Reaktion zu verwenden, es liegt ja nahe, hier einfach die 
alkalische Hydrolysenfliissigkeit mit Alkohol zu fallen. Viel- 
mehr empfiehlt es sich, bei ammoniakalischer Reaktion zu 
fallen, weil iiberschiissige Natronlauge ja mit beiden Nuklein- 
siuren die alkalisch reagierenden héheren Salze bildet, die 
mit Alkohol schwieriger zu fallen sind als die neutral reagie- 
renden. Diese Unzutriglichkeit macht sich besonders in den 
komplexen Lisungen der unter 1. entstehenden Hydrolysen- 
fliissigkeiten geltend, wird aber vermieden, wenn man bei 
ammoniakalischer Reaktion fallt; denn Ammoniak ist eine zu 
schwache Base, um mit den Purinen der Nukleinséuren die 
schlecht fallbaren héheren Salze einzugehen, man bekommt 
also ahnlich giinstige Fallungen wie bei neutraler Reaktion, 
hat aber den Vorzug, bei alkalischer Reaktion arbeiten zu 
kénnen, bei der ja die basischen Zersetzungsprodukte des Ei- 
weifies, die bei neutraler Fallung immer in die Niederschlige 
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hineingehen, von einer Salzbindung ferngehalten werden, wenn 
diese Wirkung auch nicht so kraftig ist, als wenn man mit 
iiberschiissiger Natronlauge arbeiten wiirde. 

3. Trennung der Natriumsalze der beiden Nukleinsiuren 
mittels der Natriumacetatmethode. Dieser Vorgang verlangt 
neutrale Reaktion, also Bedingungen, unter denen das neutral 
reagierende sekundire guanylsaure Natrium vorliegt; denn 
nur das sekundare, nicht das unter 2. erhaltene tertiire Salz 
der Guanylsiure ist mit Natriumacetat aussalzbar. Es hat 
also zwischen 2. und 3. eine Neutralisation der Lésung mit 
Essigsiure stattzufinden. 

4. Kristallisation des guanylsauren Natriums als tertiiéres 


Salz. 
b) Beispiel fiir die Darstellung. 


1. Hydrolyse. 


100 g Proteid werden mit 2 1 siedenden Wassers iiber- 
gossen, die Lésung auf iiber 90° gebracht, 100 cem 33°/,ige 
Natronlauge zugefiigt und dann der Kolben sofort in ein sieden- 
des Wasserbad versenkt. Nach 30 Minuten kiihlt man unter 
der Wasserleitung schnell auf etwa 50° ab, neutralisiert das 
Filtrat genau mit Kisessig und dampft im Vakuum (oder auch 
in der Schale) auf ungefahr 200 bis 300 ccm ein. Findet das 
Kinengen bei niederer Temperatur im Vakuum statt, so schei- 
det sich bald das sekundire guanylsaure Natrium als fein- 
flockiger Niederschlag ab. Die eingeengte Fliissigkeit ver- 
setzt man mit 30 ccm konz. Ammoniak, verdiinnt mit Wasser 
bis zu einem Volumen von 400 ccm, erwirmt, bis das abge- 
schiedene sekundire guanylsaure Natrium wieder gelést ist, 
und fallt mit 2 Volumen 96°/,igem Alkohol. Die sich flockig 
abscheidenden Natriumsalze der beiden Nukleinséuren lafit 
man mehrere Stunden absitzen, entwissert den Niederschlag 
durch 6fteres Dekantieren mit Alkohol, saugt ab und trocknet. 
Ausbeute an gemischten Nukleinséiuren 43 g = 43 °/, des 
Proteids. 
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2. Reinigung des Rohproduktes durch Alkoholfallung bei 
alkalischer Reaktion. 


Das Rohprodukt (43 g) wird mit etwa der 4 fachen 
Menge (160 ccm) Wasser heif geliést, mit 33°/oiger Natron- 
lauge (auf 100 ccm zur Lésung benutzten Wassers 10 ccm) 
stark alkalisch gemacht und die viskése Lésung durch ein 
Faltenfilter filtriert. Die Filtration geht langsam vonstatten, 
pflegt aber tiber Nacht beendet zu sein. Im Filtrate lést 
man (zur besseren Ausflockung mit Alkohol) 16 g kristalli- 
siertes essigsaures Natrium auf und fallt mit Alkohol (3 faches 
Volumen des angewandten Wassers). Die Fallung nimmt man 
in einem Kolben vor, den man iiber Nacht auf einem Stroh- 
kranz schriég hinstellt. In dieser Zeit haben sich die dlig 
ausgefallenen héheren Natriumsalze der Nukleinsiuren ab- 
gesetzt und man kann die Mutterlauge abgiefien. Den weichen 
Riickstand lést man jetzt in 100 ccm Wasser, fiigt 10 ccm 
33%oige Natronlauge hinzu, lést in der Fliissigkeit 10 g 
Natriumacetat und fallt abermals mit Alkohol (300 cem). Nach 
abermaligem Absitzen lést man den Riickstand in 100 ccm 
Wasser und neutralisiert mit Eisessig, worauf infolge gebil- 
deten Natriumacetats das sekundire guanylsaure Natrium be- 
reits ausfallt. 


3. Trennung der beiden Nukleins&uren. 


Zur volligen Abscheidung des sekundiren guanylsauren 
Natriums lést man in der Fliissigkeit noch 10 g Natriumacetat 
auf, lafjt in der Kalte mehrere Stunden stehen und zentrifugiert 
das guanylsaure Natrium ab. Dieses list man jetzt am besten 
gleich in den Zentrifugenglisern in 100 cem siedend heifer 
20 °/oiger Natriumacetatlésung und zentrifugiert wiederum nach 
mehrstiindigem Stehen in der Kialte. Die abzentrifugierten 
klaren Lésungen enthalten das Natriumsalz der Pankreas- 
nukleinséure, das durch Fallen mit dem 3fachen Volumen 
Alkohol als Rohprodukt gewonnen werden kann. Uber seine 
Reindarstellung werde ich spiter berichten. Das abzentrifu- 
gierte guanylsaure Natrium wird nunmehr zur villigen Be- 
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freiung von der Pankreasnukleinsiure noch 5mal aus je 50 ccm 
20°%/oiger Natriumacetatlésung aus Siedehitze umgeschieden 
und endlich mit Alkohol entwissert und getrocknet. Aus- 
beute an reinem (noch etwas Natriumacetat enthaltendem) 
sekundiren guanylsaurem Natrium 10 g = 10°/o des Proteids. 


4. Kristallisation des tertiadren Salzes. 


10 g sekundires guanylsaures Natrium werden in 100 cem 
n-NaOH gelést und das Filtrat mit 400 cem 96°/oigem Alkohol 
versetzt. Es entsteht ein sirupéser Niederschlag, der beim 
Reiben bald kristallinisch erhaértet. Wenn das Priparat nicht 
mehr schmiert, lift man noch einige Stunden stehen, saugt 
den Kérper ab und wascht mit Alkohol nach. Getrocknet 
wird iiber Chlorkalzium oder reiner konz. Schwefelsiure, auf- 
bewahrt iiber Natronkalk oder dergl. Zum Umkristallisieren 
list man das Salz in der 5fachen Menge kalten Wassers, 
versetzt mit Alkohol (4faches Volumen des angewandten 
Wassers) und aft ruhig stehen. Es entsteht eine kolloidale 
Triibung, die nach einiger Zeit zu einem lockeren Kristallbrei 
erstarrt. Weitere Behandlung wie vorhin. Ausbeute an ter- 
tiirem guanylsauren Natrium etwa 10 g = 10°/o des ange- 
wandten Proteids. 

Zur Analyse wurde die Substanz iiber Phosphorpentoxyd 
bei 95° im Vakuum getrocknet. Eine C- und H-Bestimmung 
konnte aus duferen Griinden nicht vorgenommen werden; da 
es sich bei dem vorliegenden Kérper im wesentlichen um ein 
anderes Salz einer bereits friiher von mir analytisch identifi- 
zierten Siure handelt, konnte auch darauf verzichtet werden. 
Aufschlub iiber die Natur des Salzes gibt uns vor allem die 
Na-Bestimmung. Hierzu wurde die Substanz verascht, die 
Asche in Wasser gelést, durch Erwirmen mit einem Uber- 
schuf von Schwefelsiure die Pyrophosphorsiure in Ortho- 
phosphorsiure verwandelt; durch Baryt die Saéuren entfernt 
und nach der Beseitigung des iiberschiissigen Baryts mittels 
Schwefelsiure das Natrium in der iiblichen Weise als Natrium- 
sulfat gewogen. 
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0,1527 g entsprachen 17,5 ccm /,,-Siure (Kjeldahl), 


0,1639 g ‘ 18,8 ccm 2/,,.-Séure i 
0,1749 g ‘ 22,1 ccm /,-Lauge (Neumann), 
0,1399 ¢g ‘ 17,4 ccm 2/,-Lauge “ 


0,4119 g lieferten 0,2079 g Na,SQ,. 








Berechnet fiir eile, 
C,.H,, O,N, PNag ; 











N 16,32 16,06; 16,10 
r 7,23 7,01; 6,90 
Na 16,08 16,34 


Die Analyse deutete auf einen etwas zu hohen Aschen- 


gehalt hin, weswegen die Substanz noch einige Male um- 
kristallisiert wurde: 


0,3400 g lieferten 0,1645 g Na,SO,. 








Berechnet fiir a an 
C, H,, 0, N, PNa, se caaisas 





Na 16,08 15,70 








Polarimetrische Verhiltnisse: 


c = 9,067; 1 = 1; a = —9,83°; t = 22°; [a}%* — — 38,39, 


Bei dieser Arbeit wurde ich von Herrn M. Behrens 
unterstiitzt, wofiir ich ihm bestens danke. 

















Tiefblutforschungen. 
Von 
E. S. London unter Mitwirkung von N. P. Kotschnew. 


I. Mitteilung. 


Die Vasostomie. 
Mit 5 Abbildungen. 


{Aus der Abteilung fiir allgemeine Pathologie des Instituts fiir experimente!lle 
Medizin zu St. Petersburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23, September 1920,) 





Auf dem Gebiete physiologischer und pathologischer For- 
schung ist das Experiment um so vollkommener und die daraus 
zu ziehenden Schlu®folgerungen sind um so beweiskriftiger, 
je naher die Versuchsbedingungen an die natiirlichen Lebens- 
verhiltnisse herankommen. Die Entwicklung der Versuchs- 
methodik besteht auch gerade in einer‘standigen Annaherung 
des Experimentes an die Bedingungen physiologischer oder 
pathologischer Wirklichkeit. Nicht immer jedoch ist das leicht 
zu erreichen. In manchen Fallen ist es noch aussichtslos, 
die Versuchsbedingungen an die normalen Lebensverhialtnisse 
heranzubringen. 

So war es unter anderem mit dem Experiment an tief- 
liegenden Blutgefiifjen und besonders Venen bestellt. Physio- 
logen und besonders Chemo-Physiologen strebten schon langst 
darnach, zur Klarung einiger Fragen der Resorption und Er- 
nihrung Blutproben aus der Pfortader wihrend des Verdauungs- 
aktes zu analysieren. Da der direkte Weg zu diesem Gefaf 
unzuginglich ist, so versuchten die Forscher auf dem Umwege 
der Eckschen Operation dahin zu gelangen unter der Voraus- 
setzung, daf} das peripherische Blut beim Eckschen Hunde 


sich vom Portalblut nur dadurch unterscheide, daB es mit dem 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXI. 20 
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K6rperblut verdiinnt sei. Andere Gefifie innerer Organsysteme 
mufiten ganz beiseite gelassen werden wegen Unzuginglichkeit; 
unter normalen Lebensbedingungen und in entsprechenden 
Fallen wurde dann der Zustand des Organismus entweder 
durch vivisektorische Eingriffe verindert oder es mufite bis- 
weilen eine vollstindige Umdrehung der natiirlichen Verhilt- 
nisse verursacht werden durch Anwendung der Durchspiilungs- 
methode am iiberlebenden Organ. 

Immerhin werden alle diese Eingriffe ihre Bedeutung behalten 
als experimentelle Hilfsmittel. Es ist aber sicher, daf} die Lehre 
des intermediiren Stoffwechsels, der inneren Sekretion und der 
Organexkrete schon jetzt eine bedeutend bessere Entwicklung 
haben wiirde, als sie bis jetzt erreicht ist, wenn die experi- 
mentelle Forschung iiber eine Methode verfiigte, freien Zutritt 
zu den tiefliegenden Gefifjen innerer Organe zu schaffen unter 
Einhaltung natiirlicher Lebensbedingungen. 

Als ich vor einigen Jahren bei der Erforschung des Ver- 
dauungschemismus mich unmittelbar den Darmwandprozessen 
gegeniibergestellt sah, befand ich mich in einer Sackgasse. 
Ein Ausweg war nur méglich, wenn ein direkter freier Weg 
zur Portalvene und weiterhin zur Lebervene gefunden sein 
wiirde, sei es auch unter denselben, im allgemeinen normalen, 
Bedingungen, die der Methode der Magen- und Darmfisteln 
eigentiimlich ist. Eine derartige Methode gab es aber nicht, 
und ich war angewiesen, an die Ausarbeitung derselben zu 
schreiten. Bei der gegenwartigen Sachlage kann es mir er- 
lassen werden, den verschlungenen und dornenreichen Pfad zu 
schildern, der begangen werden mufte, ehe sich die geeignete 
Richtung fand. Es mag geniigen, das Prinzip der Methodik 
und die operative Technik in groben Ziigen anzugeben. 

Das Prinzip besteht einfach darin, das tiefliegende Blut- 
gefaiB durch Heranziehen der auferen Bauchwand zu niahern 
und hier zu fixieren. Darauf wird eine Kaniile besonderer 
Konstruktion (Fig. 1 und 2) an das Gefif befestigt, um nach 
Belieben eine Spritzennadel einfiihren zu kénnen. Die Durch- 
fiihrung dieses, seinem Wesen nach einfachen Prinzips setzt 
aber sehr komplizierte Manipulationen voraus, je nach den 
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anatomischen und topographischen Eigentiimlichkeiten des ein- 
zelnen Falles. Fiirs erste ist nur fiir die Portalvene und die 


Lebervene eine Methode endgiiltig ausgearbeitet worden. 


ICU 


- 
— 
——_ 
——_— 
—_ 

— 

= 
— 
<i 
—< 

_— 
_—_— 

4 

= 
=, 

— 
—_ 
a 
-_— 

— 


: 
é 





Fig. 1. Pfortaderkaniile. Fig. 2. Leberkaniile. 


Die Pfortaderwand ist zu schwach, als daBb es méglich 
wire, gleichzeitig ihre Fixierung an der Bauchwand und die 
Befestigung einer Metallkaniile an ihr vorzunehmen. Sicherer 
ist es, diese Operation zweizeitig zu machen. Zuerst wird die 
Pfortader von ihrer peritonealen Bekleidung befreit und los- 
gelést, zwischen zwei Ligaturen wird der zur Milz fiihrende 
Zweig getrennt und auf diese Weise das Gefaif} in der Bauch- 
hohe freibeweglich gemacht. Dorsal von der Vene wird das 
Duodenum mit dem Colon vernaéht, wodurch ein Zuriicksinken 
der Vene in ihr altes Lager verhindert wird. Die iiber die 
vernahten Darmschlingen sich wélbende Vene wird nun der 





Tiefblutforschungen. 275 


5. ptr IS yen Seas 
nae one ann ae ; 
x ia 


sssnithnds tinct metas ni tet 




































276 K. 8S. London, 


Bauchwand genihert und mit zwei Faden daran fixiert, nach- 
dem vorher an dieser Stelle Haut und dufere Muskelschicht 
durchtrennt worden waren. Der von der iuferen Muskellage 
und der Haut freigemachte innere Muskel gibt dem Zuge der 
Vene leicht nach und bildet eine trichterférmige Vertiefung, 
welche mit der Zeit wieder ausgeglichen wird. Wird die Vene 
mit der unversehrten Bauchwand verniht, so fiihrt der, be- 





— 








NE ESSN NS 4 
~ 










Ry \\\ 





> SS 
U1 Xs \ 
\ « RSs A 


YY AY S 





\y 
> CAN 
S y Ny AN \ 
we SAW kf Ws SY'g | 
\ MEN Ww Aw * NS Ny Wed \e \ 
SEE KGR SARK 








Fig. 3. a Leber; b Gallengang; c, f Pfortader; d Haftungsstelle; 
e Bauchwand. 


sonders bei Hunden mit hoher Brust, starke Zug nicht selten 
zu einer Durchschneidung der Fadén mit tédlichem Ausgang. 
Ungefahr 2 Wochen nach der Operation hat sich der Hund 
so weit erholt, dafi es méglich ist, zur zweiten Operation zu 
schreiten. Bei der Eréffnung des Bauches findet sich dann ein 
verschiedenes Bild. Entweder liegt das Gefaif an der Fixations- 
stelle (Fig. 3, c, f, d), oder es ist davon ahgewichen, an einem 
Strange haftend, oder endlich es hat sich vollkommen von der 
Bauchwand abgeschniirt. Welches Bild sich aber auch bieten 
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mag, das Ziel der Operation ist erreicht, da dieselbe zu einer 
Verstarkung und Verdickung der Venenwand gefiihrt hat, bis 
zum Grade einer Arterienwand. Hat das Gefaf} keine Zeit 
gehabt, abgeschniirt zu werden, so wird der Strang “‘durch- 
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Fig. 4. a Jugulariskaniile; b} Leberkaniile; ¢ Pfortaderkaniile; a trichter- 
férmige Hautvertiefung. 


schnitten und an das freigelegte Gefif} der Kaniilenring an- 
gelegt (Fig..1 und 4,c). Die Kaniilenréhre wird durch den 
mittleren Bauchschnitt gefiihrt, wobei die Vene mit zwei Seiten- 
fiiden diesseits und jenseits des Ringes fixiert wird. 
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Fig. 5. 


Mit der Lebervene steht es anders. Hier ist eine zweite 
Operation nicht nétig, weil die Venenwand geniigend stark ist 
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und einen recht starken Zug vertrigt. Zur Fixation wird 
der frei zwischen festem linken und anliegendem_ kleinen 
Leberlappen (Fig. 5) eingelagerte Randteil des Gefifistammes 
(v. portae) gewiéhlt. Die Anlegung des Kaniilenringes an der 
Lebervene ist viel schwieriger als an der Pfortader infolge 
der versteckten Lage der zahlreichen Verzweigungen der Leber- 
vene und deren unregelmafiger Anordnung, ganz abgesehen 
von der Unbestiindigkeit ihrer Anzahl. Die Erfahrung hat 
gezeigt, dal} das Anlegen des Kaniilenringes in folgender Weise 
leicht gelingt: mit einer flachen Sonde wird der rechte freie 
Rand der Vene von der unterliegenden Pfortader abpripariert. 
Durch die Praparationséffnung wird leicht geneigt in dorsaler 
Richtung unter die Vene eine Dechamps-Nadel eingefiihrt, 
deren Ende unter Fingerkontrolle aus der Leber nach aufien 
gefiihrt wird. Anwendung von Gewalt ist dabei zu vermeiden, 
und man mufi eine Stelle suchen, die der Nadel freien, un- 
behinderten Eintritt gestattet, um die Verletzung irgend eines 
Venenzweiges zu vermeiden. An das lingere Ringende (Fig. 2) 
wird ein Netzgipfel geheftet und der dazu benutzte Seiden- 
faden durch das Nadeléhr gezogen. Wird nun die Nadel 
herausgezogen, so tritt das Ringende mit dem Netz in den 
Nadelkanal. Die das Netz fixierenden Fadenteile dienen auch 
dazu, den Zusammenschluf} der beiden Ringenden zu bewirken. 
Weiter wird die dicht unter dem Rande der Lebervene lie- 
gende Pfortader an die Bauchwand geheftet, wobei abermals 
nicht die ganze Muskellage der letzteren erfafit wird, sondern 
nur der innere Muskel. Die Kaniile wird einen Zentimeter 
iiber der Fixierungsnaht nach aufen gefiihrt (Fig. 4, b). Eine 
dadurch verursachte trichterférmige Einziehung (Fig. 4, d) wird 
mit der Zeit ausgeglichen. 

Wenn es wiinschenswert ist, an demselben Hunde eine 
Vasostomie der Pfortader und eine solche der Lebervene aus- 
zufiihren (Fig. 4), so werden beide Réhren zugleich mit der 
zweiten Operation angelegt'). 


1) Bei dem abgebildeten Hunde ist noch eine dritte Kaniile (an der 
v. jugularis) angelegt. 
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Die geschilderten Fille geben uns Beispiele fiir ein frei 
in der Bauchhéhle gelagertes Gefifi und fiir ein mit seinem 
Organ eng verbundenes Gefaf}. In allen denkbaren Fallen, in 
denen es sich um freien Zutritt zu einem tiefliegenden Blut- 
gefiii handelt, werden wir immer bald diesen, bald jenen Gefafi- 
typus vorfinden, so daf} mit dem Vorstehenden die Operations- 
methode der Vasostomie eigentlich erschépfend dargestellt ist. 
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Neue Beitrige zur Kenntnis der anorganischen Stoffe 
des Blutes. 
i 
Kationen und Hyperphosphatimie bei Morbus Brightii. 
Von 


Joh. Feigl. 





(Aus der chem.-physiol. Abteilung des Allgem. Krankenhauses Hamburg-Barmbeck.) 
(Der Redaktion zugegangen am 14. Oktober 1920.) 


In mehreren friiheren Mitteilungen’)*)*) hat Verfasser 
an Hand geeigneten Belegmateriales darauf hingewiesen, daf 
die Hyperphosphatimie bei Morbus Brightii nunmehr 
an sich, wie ihren Beziehungen nach*) als gesicherte und 
pathologisch zur Ausbeutung in der Frage der Salzausscheidung 
durch die Niere bedeutungsvolle Erscheinung wohl geniigend 
beschrieben, aber weiterhin mit Seitenbefunden auszustatten 
sei”). Von diesen soll nunmehr berichtet werden. 

Vorweg ist darauf hinzuweisen, dafi die Hyperphosphat- 
mie bisher nicht in Parallele zur Hyperazotimie zu stellen 
gewesen ist, dafi vielmehr beide Erscheinungen — sie ent- 
sprechen der Nierenarbeit am harnfaihigen N einerseits, am 
harnfaihigen ,,Salze“ anderseits — im Prinzip voneinander 
unabhangig sein miissen*). Sehr achtbare Hyperphosphat- 
iimiewerte konnten ohne (belanglich) erhéhten RN einher- 
gehen und umgekehrt, anderseits — in der alten ,chronischen 
Nephritis“ (Mischformen) — gelegentlich bis zum gewissen 
Grade vergesellschaftet sein. Auf das einschligige pathologisch- 
klinische Material ist auch heute noch hinzuweisen. 





) Joh, Feigl (Phosphate I), Biochem. Zeitschr, Bd. 81, S. 380 (1917). 
*) Derselbe ebd. (Phosphate 1V) Bd. 84, S. 231 (1918). 
°) Derselbe (Phosphate XI) ebd. (1920). 
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An dieser Stelle handelt es sich um pathochemische Be- 
obachtungen’). Sie kniipfen an die Tatsache an, dafi hoch- 
gradige Hyperphosphatimie fast ausnahmslos mit Hyper- 
ammoniakiimie einhergeht, ja dafj in gréferen Reihen diese 
Parallelitét als prinzipielle Erscheinung anzusprechen ist’). 
Es war friiher betont worden, dafi man im grofjen ganzen 
bei Morbus Brightii berechtigt ist, mit dem komplexen Begriff 
des siureléslichen P zu arbeiten, wahrend da, wo extrarenale 
Faktoren an der Erreichung héherer Werte ursiichlich wirken?’), 
das Vorgehen selten zum Erfolge fiihrt, mithin die Gliederung 
herangezogen werden muf. MHinzuzusetzen bleibt noch, dab 
das Schwergewicht hyperphosphatimischer Sera ganz auf den 
Morbus Brightii entfallt. 

War nun einerseits letztere Feststellung durchaus erhiartet 
und damit ein bisher unerreichter (serochemischer) Indikator 
fiir die Funktion der Niere dem ,Salze* gegeniiber gewonnen, 
anderseits die gesteigerte Ammoniakimie als Begleiterscheinung 
festgestellt, so ergab sich die Aufgabe, an der Aufklarung 
beider, und erst recht ihrer Wechselbeziehungen, zu arbeiten. 
An sich konnte es naheliegen, sich mit chemischen oder 
physikochemischen Wertausdriicken fiir die Verainderung der 
»Alkaleszenz* und nahestehender Kriterien zu begniigen. Auch 
der Weg, andere Ursachen fiir die Hyperammoniakiimie aus- 
zuschliefen, hier also eine hyperphosphataémische Acidose 
aufzufinden und zu belegen, mute sich empfehlen und — 
jedenfalls nebenher — mit beschritten werden. Er allein 
konnte dem Ziele nicht niherriicken, da ja eine (spezielle) 
Retention von Ammoniaksalzen nicht a priori auszuschliefen 
ist, die Hyperammoniakiimie mithin mehrdeutig bleiben kénnte. 


Die Arbeit mufite der Frage dienen, ob der gesteigerten 
Q-Phosphorséure auch gesteigerte Kationen (Alkalimetalle, 
Erdalkalimetalle) entsprechen. Feststellungen hieriiber wiirden 


‘) Joh. Feigl (Phosphate XII, System) Biochem. Ztschr. (1920). 
— Dass. Lit. (J. Greewald, W. Mc Kim Marriott, W. R. Bloor, 


KE. B. Meigs u. a.). 
*) Derselbe ebd. (Phosphate 1V) Bd. 84, S. 231 (1918). 
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wiederum nierenpathochemisch von Interesse sein, da_ sie 
weiteren Hinblick in die Arbeit an den ,Salzen“ gewihren. 

Von einer Besprechung der alteren Literatur’), die sich 
unter verschiedenen Gesichtspunkten an Hand differenter Me- 
thoden, bruchstiicksweise, darbietet, sei abgesehen, da sie vom 
Verfasser bereits*)*) herangezogen wurde. Die hier gegebenen 
Befunde konzentrieren sich auf K, Na, Ca, Mg, siurelislichen 
P, o-phosphatischen P, NH,-N und die notwendigen Neben- 
fragen (s.u.). Wir greifen damit in ein seit lingerem nicht 
systematisch bearbeitetes, methodisch gewandeltes Gebiet ein, 
das in Hinsicht auf die Strenge seiner Ergebnisse unabhiingig 
von obiger Frage dringend der Revision und Bereicherung 
bedarf. Diese Mitteilung bedient sich einschligiger Kenntnisse, 
die Verfasser und seine Mitarbeiter zum Selbstzweck geschaffen 
haben und spiterhin als solche vorlegen werden. 

Als Normalien sehen wir nach obigem und der ein- 
schlagigen Literatur*)*)*) folgende Werte an fiir das normale 
(auch nicht spurenweise himolytische) Serum gesunder, erwach- 
sener Manner, guten Ernahrungszustandes mittlerer Jahre bei 
stabiler, einheitlicher (Standard) Ernahrung im_ niichternen 
Zustande (morgens entnommen). Ebenfalls im niichternen, aus- 
geruhten Zustande entnommen, aber bei wahlfreier Ernihrung 
kénnen die Extreme sich ein wenig verschieben, desgleichen 
in Abhangigkeit vom, allgemeinen Kriaftezustande. Fiir Ca und 


Mg sind allgemeine Héchstgrenzen alles Vorkommens gegeben. 
Saureléslicher P 1,5 mg bis < 5,0 mg Feigl] (1916—1918) mit 
Bloor (1918) und Marriott (1917) tbereinstimmend. 
K 16,0 mg bis 22,0 me iiltere Analysen, im Einklange mit B. 
Na 270,0 mg bis 310,0 mg Kramer (1920) und den Ergebnissen 
des Verfassers (F)°). 


1!) Joh. Feig] (Phosphate XII, System) Biochem. Ztschr. (1920). — 
Dass. Lit. (J. Greewald, W. Mc Kim Marriott, W. R. Bloor, E.B. 
Meigs u.a.). 

2) Derselbe (Phosphate I), Biochem. Zeitschr, Bd. 81, 8. 380 (1917). 

8) Derselbe ebd. ‘Phosphate IV) Bd. 84, S. 231 (1918). 

*) Derselbe (Phosphate XI) ebd. (1920). 

5) B. Kramer, Journ. of Biol. Chem. Bd. 61, S. 263 (1920). — H. 
J. Hamburger, Biochem. Zeitschr. Bd. 71, S. 415 (1915). — S. W. 
Clausen, Journ. of Biol. Chem. Bd. 37, S. 479 (1918). 
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Ca 7,0 mg bis 12,8 mg eigene sowie Denis’ Befunde nach Lyman‘) 
bzw. JanBen (bzw. de Waard) bzw. Kramer. 

Mg 0,8 mg bis 3,8 mg Denis (1920), eigene Befunde etwa ent- 
sprechend, FufSpunkt héher?). 

NH,—N. 0,27 (Mittel von Henriquez & Christiansen®) 0,4 (desgl. 


P. Iversen*)). [990 > 0,35 (Verfasser F.) 


Dichte, Farbstoffe und Chromogene, Rest-N-Gebiet, Zucker, 
Lipimiekomplex, Acetonkérper u. a. sind in gegebenen Zu- 
sammenhingen vom Verfasser bearbeitet worden und daher 
hier vorauszusetzen. 

Die untersuchten Falle sind nur vom chemischen 
Standpunkte aus gegeben und naturgemiéf} einer eingehenden 
Harnanalyse unterworfen worden, auf deren streng einschlagige 
Befunde mit Wert zu legen ist. 

Uber die in umstehender Tabelle niedergelegten Befunde 
ist folgendes zu sagen: 

A) Es ist gezeigt worden, dafi mit steigendem ,siure- 
léslichem* P, der weit oberhalb der Norm und sonstiger 
pathologischer Méglichkeit, typisch dem Brightischen Be- 
reiche angehért (Lit.), weder die Alkalimetalle (K, Na) noch 
die Erdalkalimetalle (Ca, Mg) in irgend entsprechendem Grade 
dem Anwachsen folgen. Sie fiillen vielmehr deren patholo- 
gischen, oft sogar nur deren physiologischen Gesamtbereich 
aus. Dagegen ist gezeigt worden, dafi Ammoniak zu acht- 
baren Graden die Norm verlafit. Sonstige Faktoren der Aci- 
dose sind durch Harn- und Blutanalyse nicht ersichtlich zu 
machen gewesen. Trotzdem wird man deren Méglichkeit nicht 
a prior! bestreiten kénnen. 














', H. Lyman, Journ. of Biol. Chem. Bd. 29, 8. 169 (1917). — W. 
H. Janfen, Diese Zeitschr. Bd. 101, S. 176 (1917). — De Waard, Bio- 
chem. Zeitschr. (1919). — W. Denis und A. 8. Minot, Journ. of Biol. 
Chem. Bd. 61, S. 357 (1920). B. Kramer & J. Stolte, Journ. of Biol. 
Chem. 1920, XLIII, 35. 

2) W. Denis, Journ. of Biol. Chem. Bd. 61, S. 363 (1920). — Siehe 
dazu H. Kleinmann, Biochem. Zeitschr. Bd. 99, 1/6 (1919); Diss. Berlin. 

5) V. Henriquez und E. Christiansen, Biochem. Zeitschr. Bd. 78 
(1916), Bd. 80 (1917). 
‘) P, Iversen nach J. Bang, Mikromethoden, 2. Aufl., Minden 1920. 
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B) Am ehesten wird die Tatsache der hyperphosphat- 
imischen Acidose nach den Befunden ersichtlich, wenn, selbst 
im losesten Schema, die Relationen z. B. [K: Na: Ca: Mg] 
= P verfolgt werden. 

C) Die Struktur des siureléslichen P zeigte die von 
Feigl friiher angegebenen Ziige. Meist betrug der anorga- 
nische P mehr als 80°/,, mehrfach noch mehr als 90°/, des 
siureléslichen. 

D) Wir haben also in diesen — nur pathochemisch, nicht 
klinisch - pathologisch — erérterten Fallen eine Erscheinung 
vor uns, die ein eigenartiges Bild auf die — sei es direkte, 
sei es indirekte — Tatigkeit der Niere wirft. An extrarenale 
Faktoren ist zum mindesten in Sachen des P nicht zu denken, 
wihrend die Kationen ihrerseits z. T.so mitbedingt sein kénnen, 
jedoch nicht miissen. Geht man von den Harnverhaltnissen 
aus, so wiirde das chemische Blutbild in diesem Falle besagen, 
daB hinter den Zahlenverhialtnissen eine Hydrolyse der Nah- 
rungsphosphate angenommen werden mufi, deren Basenanteile 
nicht in proportionalem Ausmafie der PO,‘ folgen. Mithin 
kann — wenn man sich berechtigt glaubt, die Erscheinungen 
als durchaus renal begriindet anzusehen — von einer Selektion 
unter den Salzen gesprochen werden, die bis zum chemischen 
Machtmittel partieller Hydrolyse gehen kann. H-lIonenwerte 
nach Hills lagen stets weit unterhalb 7,4°/, (5,8—6,8)'). 

Naturgemif} werden diese Ergebnisse, so klar sie auch 
im Bilde der harnchemischen Verhiltnisse vor uns liegen 
mégen, weitere Fragen herausfordern miissen. 

Uber die in ihnen verwerteten Zahlen fiir die Kationen 
ist zu sagen, da® sie weiterausgreifenden, methodischen und 
systematischen Untersuchungen entlehnt sind, die Herr Dr. 
Weise in meinem Laboratorium seit lingerer Zeit unter den 
Hianden hat, und die demnachst im Zusammenhange vorgelegt 
werden sollen. Ein Blick in die vorhandene Literatur tiber 





') Th. L. Hills, Ber. ges. Physiol. Bd. 2, 8S. 39 (1920). (Verf.Gyérgy.) 
Diese Zahlen wurden derzeit von uns parallel untersucht mit den von E. P. 
Poulton (Brit. Med. Journ. Bd, 72 [1920]; Chem. Instr. Bd. 4, S. 356 
{1920]) modifizierten van Slyke-Cullen-Methode der Alkalireserve. 
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anorganische Stoffe von Blut und Plasma (z. B. in Albu-Neu- 
berg, Mineralstoffwechsel [Berlin 1906] bzw. Neuberg, Der 
Harn [Berlin 1911], Artikel von S. Fraenkel, S. 59 bzw. 
Artikel von J. Bang, S. 957ff.) zeigt, daf viele Liicken’), 
ganz erhebliche Unklarheiten, offene Widerspriiche*) und ein 
in toto recht begrenztes Material — alles noch abhingig von 
methodischen Bedenken — vorliegen, wahrend nur die grof 
angelegten systematischen Analysen Abderhaldens feste 
Grundlagen von Dauerwert bilden*). Anderseits sind in 
neuester, z. T. allerletzter Zeit (vgl. Phosphatiminfrage) Me- 
thoden und Ergebnisse publiziert worden, die anzeigen, daf 
das Gesamtgebiet, wie kein anderes, dringend der Neubear- 
beitung bedarf. So ist auch die erérterte Sonderfrage, nur 
an Hand neuer Methoden und auf revidierte Unterlagen ge- 
stellt, der Bearbeitung zuginglich gewesen. 





’) S. u. a. wirklich eingehende Analysen von normalen und patholo- 
gischen Seren. Mit Vollblutanalysen aus der Pathologie ist recht wenig 
anzufangen. 

*) Verhiltnis von K zur Summe der Alkalimetalle im Serum; nach 
C. Schmidt rund 8°, nach E. Salkowski rund 12°. Man wird ein- 
sehen, auf welche Schwierigkeiten neve Untersuchungen, die hier an- 
kniipfen wollen und miissen, notwendigerweise stoBen, z. B. F. Nottbohm 
(K, Na in gesunder und kranker Milch). Biochem. Zeitschr. 1920. 

*) E. Abderhalden, Diese Zeitschr. Bd, 25, S. 67 (1898). 
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Uber die Auflésung von Zellulose in Salzen der Alkalien 
und Erdalkalien. 
Von 


R. 0. Herzog und F. Beck. 





(Aus dem Kaiser Wilhelm Institut fiir Faserstoffehemie, Berlin-Dahlem.) 
(Der Redaktion zugegangen am 20. Oktober 1920.) 








1. Vor einiger Zeit hat P. von Weimarn’) angegeben, 
dafi jede beliebige Zelluloseart in eine gallertartig plastische 
Form sowie in den Zustand einer kolloidalen Liésung dadurch 
iibergefiihrt werden kann, daf} man sie bei geeigneter Kon- 
zentration und Temperatur mit konzentrierten wifrigen Salz- 
lésungen behandelt. C. Schwalbe?) und E. Heuser’) konnten 
diese Beobachtungen nicht bestiétigen. Bei dem Interesse, 
das P. von Weimarns Angaben fiir die Chemie der Zellulose 
besitzen, haben wir uns ziemlich eingehend mit ihrer Nach- 
priifung beschaftigt und berichten nachstehend in Kiirze tiber 
das Ergebnis unserer Versuche. 

Als Ausgangsmaterial diente rohe und nach Schwalbe’) 
gereinigte Baumwolle verschiedener Herkunft, kiufliche ge- 
bleichte Watte, Holzzellstoff und auf verschiedenen Wegen 
gewonnene sog. Hydrozellulose. Die Zellulose wurde mit kon- 
zentrierten, eventuell gesattigten Salzlésungen entweder im 
offenen Gefaf} oder im geschlossenen Rohr, mitunter auch im 
Autoklaven unter Riihrung erhitzt. Auf 100 ccm wurden in 
der Regel 0,2—2 g Zellulose angewendet. Auffer der Salz- 
konzentration wurde die Temperatur — bis zu 170° — sowie 
die EKinwirkungsdauer variiert. Die Versuche wurden ab- 
gebrochen, wenn Quellung bzw. Lésung der Zellulose oder 
starke Humusbildung und Reduktionswirkung auf Fehlingsche 





1) Koll. Zeitschr. Bd. 11, S. 41 (1912). D.R. P. 275 882, Kl. 29. 
*) Farberztg. 1913, 436. 

5) Kunststoffe 1915, 126. 

*) Vgl. Chr. Bay, Diss. GieBen 1913. 
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Lésung oder schlieflich, wenn nach langer Einwirkungsdauer 
keinerlei Reaktion eintrat. 

2. Zu den nachstehend beschriebenen Versuchen wurde 
kiiufliche gebleichte Watte, Natron- oder Sulfitzellstoff ver- 
wendet. 

Das Ergebnis war stets negativ mit Liésungen von 
Chloriden, Bromiden, Nitraten, Sulfaten, Rhodaniden, Acetaten 
und Lactaten des Na, K, NH,, Mg, ferner von Bromiden des 
Ba und Sr und von Ba(CNS),. Ca(NO,), greift Zellulose in an- 
derer Weise an. 

Quellung unter Erhaltung der Struktur wurde bewirkt 
durch KJ in heifigesattigter Lésung bei 120—140° und 
6stiindiger Behandlung und durch die Jodide der Erdalkalien 
in kaltgesattigter Lésung nach 2 —4stiindiger Einwirkung bei 
120—150°. 

Liésung trat ein mit heifgesittigten Lésungen von NaJ ') 
und LiCl, mit konzentrierten heifien Lisungen von LiBr und 
LiJ*), mit CaJ, schon nach kurzem Erhitzen eventuell bis 
zum Sieden, ferner mit Sr(CNS),. Weitere Ergebnisse bringt 
die folgende Tabelle: 























Substanz Konzentration | Temperatur Zeit Wirkung 
LiNO, heibgesattigt 120° 2 Std. gelést 
CaBr, heibgesittigt 120° 2 Std. gelist 
(kaltgesittigt Quellung) 
Ca(CNS), 8—9 norm. 100—120° 2 Std. | — gelist 





1) Wird Zellulose bei 120—150° 4 Stunden mit kaltgesittigter 
wiGriger Lésung von Jodiden behandelt, so firbt sie sich rotbraun. Auf 
Zusatz von Wasser verschwindet die Firbung fast momentan bis auf 
einige Stellen, die schwach gefiarbt bleiben. Natronzellstoff zeigt dieselbe 
Erscheinung, nur 1a46t sich die Farbung schwerer mit Wasser entfernen. 

2) Setzt man zu heifer LiJ-Lésung eine ganz kleine Menge Zellulose 
zu, so lést sich diese trige auf. Sobald sie aber gelést ist, wird frisch 
zugesetzte Zellulose selbst bei etwas niedrigerer Temperatur (80°) leicht 
aufgelést. Diese Erscheinung konnte auch bei andern Salzen beobachtet 
werden. — bringt man zur heiSen Lésung von Zellulose in LiJ Wasser, 
und zwar das 3fache Volumen der urspriinglichen Lésung, so tritt tief- 
dunkle Farbung mit violettem Stich auf. 








ap. tule 9% 
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Mit kiuflichem ,reinem‘ CaCl, konnte Lésung nicht er- 
zielt werden. Dies gelang aber auf folgende Weise. CaCl, 
in verdiinnter Lésung wurde mit 0,01 nHCl vollstandig neu- 
tralisiert, hierauf sehr weitgehend eingeengt. Je 10 ccm 
dieser Lésung wurden mit 0,1 g Watte im Trockenschrank 
24 Stunden auf 120—130° erhitzt. Nach dieser Zeit war 
die Watte weitgehend gelatiniert. 

Kin Zusatz von CaCl, zu Ca(CNS), setzt die Léslichkeit 
kaum herab, dagegen verhindern die Chloride von Na, NH,, K 
die Auflésung. KHgJ, lést Zellulose spielend. 


3. Die Wirkung des Calciumrhodanids auf Zellulose ist 
eingehender als die der andern Salze untersucht worden. 
8n-Lésung vermag bei 120° nach 2 Stunden zu lésen, wahrend 
eine 7,8n-Lésung nach 5 Stunden bei 120—130° nur Quellung, 
aber keine Lisung bewirkt. 10n-Lésung list bei 100° voll- 
stindig nach 2 Stunden auf, nicht bei tieferer Temperatur. 
10 ccm der 10n-Rhodansalzlésung vermégen bis zu 3/, g 
Zellulose vollstindig aufzulésen, 1 g Zellulose wird dagegen 
in eine Gallerte umgewandelt. Von der Salzlésung werden 
also maximal 10°/o an Zellulose aufgenommen. Bei gewéhn- 
licher Temperatur erstarren die Lésungen, die mehr als 0,3 °/o 
Zellulose enthalten, zu mehr oder weniger festen Gallerten, 
aus denen sich das Rhodancalcium mit Wasser, Alkohol usw. 
auswaschen lifit. Die zuriickbleibende Zellulose bildet ein 
milchweiBes Gel. Behandelt man die salzhaltige Gallerte mit 
organischen Fliissigkeiten, die mit Wasser nicht mischbar 
sind, wie Chloroform, Tetrachlorkohlenstoff usw., so wird sie 
elastisch und gummiartig. 

4. Die Gegenwart von Abbauprodukten der Zellulose 
scheint ganz allgemein ihre Angreifbarkeit autokatalytisch zu 
erleichtern'). Auch die nachstehenden Versuche zeigen, daf} 
die Léslichkeit von Zellulosepriparaten in Salzlésungen von 
ihrer Vorgeschichte abhingt. 

Rohe agyptische, mit Petrolather 1—2 Stunden extrahierte 


1) Vel. C. Schwalbe und E. Becker, Zeitschr. f. angew. Chemie 
Bd. 33, I, 8.57 (1920). (S. auch vorige S. Anm. 2). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXI. 21 
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Baumwolle konnte in Lésung von LiCl nicht aufgelést werden, 
selbst nicht, als heifgesittigte LiCl-Lésung 6 Stunden darunter 
120—150° einwirken gelassen wurde. Ebensowenig wurde 
nach Schwalbe gereinigte Zellulose aufgelist. 

Auch NaJ-Lésung brachte nicht extrahierte Rohbaum- 
wolle selbst nach 24stiindigem Erhitzen nicht zur Lésung. Mit 
Petrolither extrahierte Baumwolle wird dagegen schon nach 
einigen Minuten beim Sieden vollstiindig geliést; dasselbe gilt 
von Zellulose, die nach Schwalbe gereinigt ist. Die gleiche 
Erfahrung wurde mit LiBr, LiJ, CaBr,, CaJ,, SrJ,, Ca(CNS), 
gemacht. Die Salze waren aber imstande, jede Art Baum- 
wolle nach Extraktion mit Petrolither aufzulésen. (Schutz 
durch die Cuticula?) 

Versuche mit Holz, Stroh und Flachs ergaben ahnliche 
Resultate. 

Versuche mit Salzen in organischen Lésungsmitteln ver- 
liefen durchaus negativ’). 

5. Weiterhin sind Versuche iiber die Eigenschaften der 
in den konzentrierten Salzlésungen aufgelésten und aus ihnen 
wieder ausgefillten Zellulose bzw. deren Abbauprodukten an- 
gestellt worden. 

Es wurde die sog. Kupferzahl*), die Hydrolysierzahl *) 
und die Feuchtigkeit bestimmt. In der folgenden Tabelle sind 
vergleichsweise Werte fiir das Ausgangsmaterial angegeben. 


Mh ii nti ham wt eae lUkclk.ULUC Rl: lCUhCUCO ee re. 2 











Material Kupferzahl | Hydrolysierzahl} Feuchtigkeit 





urspriingl. Zell. . . 1,1 3,3 6,6 °/o 


aus Rhodancalcium 
wiedergewonnene 


iy ae 1,3 18,5 8,4°%o 
Ahnliche Verhiltnisse bestehen bei der Behandlung von 
Zellulose anderen Ursprungs oder anderer Vorbehandlung. Die 
Aschengehalte unterscheiden sich kaum. 











4) Uber die Léslichkeit in Siuren bei Salzgegenwart vgl. Deming, 
Journ. am. chem. Soc. Bd. 13, S. 1515 (1911). 
*) Hagglund, Papierfabrikant, 1909, Heft 15, S. 3. 
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Um einen weiteren Vergleich mit der urspriinglichen 
Zellulose anstellen zu kénnen, wurde neuerlich die Lése- 
fahigkeit der mit Wasser ausgefillten Produkte in konzen- 
trierten Salzlésungen gepriift. Hierzu wurde hauptsiichlich 
aus Rhodancalcium gefallte Zellulose benutzt. Im allgemeinen 
ergab sich, daf} bereits Salzlésungen von geringerer Konzen- 
tration ihnen gegeniiber Lésefihigkeit besitzen, als gegen ge- 
wohnliche Zellulose; ferner lésen die Jodide des Mg und Ba 
das Produkt bei 120—140° in 4 Stunden, wiahrend sie z. B. 
gebleichte Watte bei diesen Bedingungen nicht aufzulésen 
vermégen. Im Gegensatz zu Zellulose wird das Produkt durch 
Magnesiumacetat bei 2stiindigem Erhitzen auf 120° vollstandig 
gelatiniert, aber hierbei spielt sicherlich die Hydrolyse des 
Salzes mit. 

Endlich wurde das Verhalten zu Alkalien und Sauren 


gepriift. Die Einwirkung der ersteren ergibt sich aus folgen- 
der Tabelle: 


1°figes NaOH . . . schwache Quellung, 

a P 

m2 NaOH . . . stirkere ‘ schwache Gelbfarbung 
_ % NaOH .. .. starke , starke < 
1, NaOH . . . schwéchere , schwache . 
OU , MeGm . . . ‘ ‘ 


Wie ersichtlich, fallt das Verhalten gegen 10°/,ige Natron- 
lauge heraus; das Produkt wird stark gelb gefarbt und quillt 
sehr stark, und zwar in der Kalte nach laingerer Zeit, momentan 
bei Siedetemperatur. 

Bei der Behandlung mit kalten konzentrierten Sauren 
(HCl, H,SO,) ballt sich das pulverférmige Produkt zusammen 
und wird schwer benetzt. Ist es gelést, so kann zum Unter- 
schied gegen Zellulose schon durch wenig Wasser leicht in 
zusammenhingender Masse ausgefallt werden. 

6. Zusammenfassung. Aus den Versuchsergebnissen 
folgt, dafi die Léslichkeit der Zellulose in konzen- 
trierten Salzlésungen eine Funktion der Hydratation 
der Ionen ist, aus denen sich das Salz zusammensetzt; 
je gréfer diese, desto gréfer die Léslichkeit. Die Hydra- 
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tation des Anions und Kations addieren sich. Man kann aus 
den bekannten Reihen fiir die Hydratation der Ionen’): 

NH, < K <Na<Li 

Ba < Sr < Ca 

1/, $0, << C1< Br << J < CNS’) 
die Léslichkeit eines Salzes direkt entnehmen’). 

Auf die chemischen Ursachen des Liésungsvorganges soll 
nicht naher eingegangen werden, bevor nicht klarende Ver- 
suche an chemisch definiertem Material vorliegen. Man michte 
annehmen, daf} zunichst Komplexe aus Zellulose, dem Salz 
und H,O gebildet werden, die sich unter Wasseraufnahme 
des Kohlehydrates wieder spalten. 

Die Angaben P. v. Weimarns bestehen nur in gewissen, 
oben angegebenen Grenzen zurecht. 





1) Vgl. z. B. Nernst, Lehrbuch der theoretischen Chemie, 7. Aufl. 
1913, S. 413. 

*) NO, miifte der Hydratation nach zwischen J und CNS stehen, 
der Lésefaihigkeit nach zwischen */, SO, und den Halogenen. 

5) Hichstwahrscheinlich auch das Verhalten gegen Stirke und andere 
nahestehende Stoffe. 














Uber den Milchsaft von Lactarius vellereus Fr. 


Von 
Julius Zellner. 


(Der Redaktion zugegangen am 21. Oktober 1920.) 


Beziiglich des Milchsaftes der Lactariusarten liegen be- 
reits einige chemische Angaben vor’). Die Gewinnung des 
Milchsaftes von Lactarius vellereus geschah gleich im Walde, 
indem der eingerollte Rand des Hutes sowie die Lamellen 
nahe der Basis ihrer Linge nach abgeschnitten wurden und 
die ‘austretende Fliissigkeit in einem Wiageglischen gesammelt 
oder auf reines Filtrierpapier tropfen gelassen wurde, auf 
dem sie an der Luft rasch und ohne sichtbare Verinderung 
eintrocknet. Der frische Milchsaft zeigt einen scharfen Ge- 
schmack, schwachen Pilzgeruch und schwach saure Reaktion 
gegen Lakmus. Unter dem Mikroskop erweist er sich als 
eine Emulsion, deren Trépfchen meist so klein sind, daf sie 
die Brownsche Bewegung zeigen, was auch schon Boudier 
bemerkt hat. Daneben finden sich etwas gréfiere Trépfchen 
und hie und da auch kugelférmige Kristallaggregate. Die 
Menge des Milchsaftes wechselt nach dem Entwicklungs- 
stadium und den Feuchtigkeitsverhiltnissen. Junge und 
namentlich halbentwickelte Exemplare liefern am meisten 
(bis zu 25 Tropfen), alte Individuen, besonders nach lingerer 
Trockenheit, wenig oder gar nichts. 

Die chemische Untersuchung gestaltete sich einfach, da 
kolloide und zersetzliche Stoffe nicht vorhanden sind. Der 
auf dem Wasserbad eingetrocknete Milchsaft bzw. das den 


') Boudier, Die Pilze, iibersetzt von Th. Husemann 1867, S. 77 ff. 
Chodat und Chuit, Chem. Zentralbl. 1889 Bd. II S. 144 und 467. 
Bougault und Charaux, ebenda 1911 Bd. II S. 1463 und 1598; 1912 
Bd. I S. 28, 214, 732. 





Zellner, Monatshefte f. Chem. 1420 Bd. 41, S. 443. 
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294 Julius Zellner, 


eingetrockneten Saft enthaltende Filtrierpapier wurden im 
Soxhletapparat mit Ather ausgezogen, der die Hauptmenge 
der festen Stoffe in Lésung bringt. Nach dem Einengen des 
Extraktes scheiden sich Kristalle aus, die nur zweimal unter 
Tierkohlezusatz aus wifrigem Alkohol umkristallisiert zu 
werden brauchen, um rein zu sein. Ks liegt freie Stearin- 
saure vor. 


Identifizierung: Perlmutterglinzende, fettig anzufiihlende Kristalle 
von den Léslichkeitsverhiltnissen der héheren Fettsiuren, Schmelzpunkt 
69—70°. 0,8653 g Substanz verbrauchten zur Neutralisation 6,2 cm! 
Lauge vom Titer 0,02811 g KOH pro cm*, Neutralisationswert 201,4, be- 
rechnet fiir C,,H,,0, 197,1. 0,4072 g des in bekannter Weise bereiteten 
und im Vakuum getrockneten Barytsalzes lieferten 0,1365 g BaSO,, ent- 
sprechend 22,01°/o BaO (berechnet 21,76°/o). 


Boudier sah die Kristallisation als ein Harz an, Chodat 
und Chuit hielten sie fiir die von Thérner') und Bissinger’) 
irrtiimlich als eine neue Fettsaure beschriebene Lactarsiure 
von der vermeintlichen Formel C,,H,,0,, Bougault und 
Charaux erkannten sie als Stearinsiure, was durch meine 
Untersuchung bestitigt wird. Die Stearinsiiure bildet neben 
Wasser den Hauptbestandteil des Milchsaftes. 


In andern Lactariusarten findet sich die von Bougault und Charaux 
entdeckte Lactarinsiure (eine Ketostearinsiure C,,H,;,0,;) vor. Es kann 
als sicher gelten, dafi im Milchsaft der Lactariusarten Stearin- oder 
Lactarinsiure im freien Zustand emulgiert enthalten sind, wenn auch die 
Isolierung in vielen Fallen nicht aus dem Milchsaft selbst, sondern aus 
dem ganzen Pilz erfulgte. In zwei Fallen, bei L. rufus und torminosus, 
habe ich mich in letzter Zeit tiberzeugt, daB ihre Milchsafte freie Fett- 
siuren enthalten. Nach den Angaben von Bougault und Charaux wie 
auch nach einigen eigenen Beobachtungen*) verteilen sich die beiden ge- 
nannten Fettsiuren auf verschiedene Lactariusarten folgendermafen: 
Lactarinsaure fiihrende Arten sind L. uvidus Fr., theiogalus Bull., lilacinus 
Lasch., subdulcis Bull. (blasse Varietit), plumbeus Bull., pyrogalus Bull., 
rufus Scopol., pallidus Pers., Stearinsiure enthalten L. azonites Bull., 
controversus Pers., vellereus Fr., piperatus L., subdulcis Bull., torminosus 
Schaeff., scrobiculatus Scopol, deliciosus L. 

1) Berl. Ber. 1879 S. 1635. 

2) Uber Bestandteile der Pilze Lactarius piperatus und Elaphomyces 
granulatus. Dissertation Erlangen 1883. 

3) Monatshefte Bd. 34, S. 321 (1912); Bd. 36, S. 611 (1915); 1920 
Bd. 41, S. 443. 
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In den Mutterlaugen von der Stearinsiurekristallisation 
ist ein harzartiger Stoff enthalten, welcher der Haupt- 
sache nach nicht verseifbar ist und daher in der Weise von 
den Resten der Séure getrennt werden kann, dafs man mit 
alkoholischer Lauge erwirmt und nach dem Verdampfen des 
Alkohols mit Ather oder Petrolither ausschiittelt. Er bildet 
eine klebrige, gelbe amorphe Masse, die in Benzin, Ather, 
Aceton, Trichlorithylen, Alkohol und Benzol léslich ist. Gegen 
den Luftsauerstoff ist er anscheinend nicht empfindlich, hin- 
gegen wird die Lésung in Aceton durch Oxydationsmittel wie 
Kisenchlorid, verdiinnte Chromsiéure, Wasserstoffperoxyd und 
besonders Chlor beim Erwarmen rasch dunkel gefarbt. Der 
Milchsaft einiger anderer Lactariusarten farbt sich an der 
Luft bekanntlich gelb, griinlich, grau oder violett; es ist 
wahrscheinlich, dafi es sich in diesen Fillen auch um Harze 
handelt, die aber schon durch den Luftsauerstoff oxydiert 
werden. Das Harz, von Chodat und Chuit Piperon genannt, 
hat einen widerlichen, brennenden Geschmack, der aber nicht 
so scharf ist wie der des frischen Pilzsaftes, dessen Schirfe 
iibrigens ziemlich schwankend zu sein scheint. Boudier war 
der Meinung, dafi das im Speichel schwer lésliche Harz des- 
halb im urspriinglichen Zustande die Geschmacksnerven stiérker 
affiziere, ‘weil es dort in feinster Verteilung und daher mit 
gréfiter Oberfliche wirksam sei. Indes schmeckt auch die 
alkoholische Lésung und die durch EingieBen derselben in 
Wasser erhaltene Emulsion des Harzes nicht so brennend wie 
der Pilzsaft selbst, und ich halte es daher nicht fiir aus- 
geschlossen, daf} der scharfe Geschmack des Milchsaftes noch 
durch andere, fliichtige Stoffe mitbedingt werde, eine Ansicht, 
die Boudier bekimpfte. Fir Versuche in dieser Richtung 
stand nicht genug Material zur Verfiigung. Das Harz ist 
neben der Stearinséure der am reichlichsten vorhandene orga- 
nische Bestandteil des Milchsaftes. Neutralfette und Kérper 
der Ergosteringruppe konnten nicht gefunden werden. 

In Alkohol sind nur geringe Stoffmengen léslich. Aus 
dem eingeengten Extrakt kristallisiert Mannit aus, der nach 
zweimaligem Umkristallisieren rein erhalten wird. 


ie ad 





Sa el i RE PS A me 





Fe mt 









































LR. VUNG So ag OS sag clean ae en eae 
i ONEI G t Maint Ne hak oF UE ai CN gg ate pe 


296 Julius Zellner, Uber den Milchsaft von Lactarius vellereus Fr. 


Identifizierung: Seidenglinzende Nadeln vom Schmelzpunkt 166°, aus 
wiBrigem Holzgeist, deren Lésung sif schmeckt und optisch inaktiv ist. 


In der Mutterlauge des Mannits lat sich Trauben- 
zucker nachweisen. 


Nachweis: Fehlingsche Probe, «-Naphtolreaktion von Molisch, Bil- 
dung des Glukosazons, das nach dreimaligem Umkristallisieren aus waB- 
rigem Alkohol in gelben, biischelig oder rosettenartig gehiuften Nadeln 


vom Schmelzpunkt 204° erhalten wurde, 

Im heif} bereiteten Wasserauszug finden sich nur sehr 
geringe Stoffmengen, hauptsiichlich ein Kohlehydrat vom 
Typus des Mycetids'), kleine Quantititen organischer 
Saiuren, die nicht niher untersucht werden konnten, und 
anorganische Salze, hauptsichlich Kaliumphosphat. 

Der in heifiem Wasser unldsliche Riickstand besteht der 
Hauptsache nach aus EKiweifikérpern. Der frische Milch- 
saft gerinnt bei kurzem Aufkochen nicht, wohl aber, wenn 
er zur Trockne eingedampft wird. Mineralsiuren bewirken 
schon in der Kalte Gerinnung, die beim Erhitzen vollstin- 
diger wird. 

In quantitativer Beziehung wurde folgendes festgestellt: 

Wassergehalt des frischen Milchsaftes . . . 80,50°/, 

in Ather ldsliche Stoffe (Stearinsiiure und Harz) 14,65°/, 

in heifiem Wasser lésliche organische Stoffe 
(Mannit, Traubenzucker, Mycetid usw.) . 2,17°/, 


Mineralstoffe (fast ganz in Wasser lislich) . 0,44°/, 
in indifferenten Lésungsmitteln und heifem 
Wasser unlésliche Stoffe (EiweiBkérper) . 2,24°/, 


Der Milchsaft von Lactarius vellereus stellt also im wesent- 
lichen eine Emulsion eines Stearinsiure-Harzgemisches in einer 
wifirigen Lésung von Eiweifi und Kohlehydraten dar. 


1 Boudier |. c, 8.49 und Zellner, Monatshefte Bd. 38, S. 326 (1917). 
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Uber eine neue Spaltungsmethode der Nucleinsiure. 
Von 
H. Steudel und E. Peiser. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat in Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 1. November 1920.) 


Die nihere Charakterisierung des in der echten Nuclein- 
siure enthaltenen Kohlenhydrates stéfit bei Anwendung der 
bisher iiblichen Spaltungsmethoden auf Schwierigkeiten, man 
erhalt meist viel huminartige Nebenprodukte oder sofort Spalt- 
stiicke des Kohlenhydrates: Lavulinsiure, Ameisensiure, Fur- 
furol. Es mufite also nach einem sehr milden Spaltungsmittel 
gesucht werden, und als solches ist von dem einen von uns 
(St.) schon seit mehreren Jahren die sogenannte Sulfitlauge, 
wie sie in den Sulfitcellulosefabriken angewandt wird, benutzt 
worden. Es ist ja bekannt, daf} in den Endlaugen der Sulfit- 
cellulosedarstellung sich viel reduzierende Substanzen, hervor- 
gegangen durch Hydrolyse aus den Gummistoffen und Pento- 
sanen des Holzes, befinden, und Tollens und Hauers') haben 
die Sulfitfliissigkeit benutzt fiir die Hydrolyse von Kirsch- 
gummi, Riibenschnitzeln, Buchenholz und Kiefernholz und die 
giinstigsten Bedingungen festgestellt, unter denen eine Héchst- 
ausbeute an reduzierenden Substanzen gewonnen werden kann. 
Es erschien nun nicht aussichtslos, mit Hilfe dieser Methode 
auch bei dem Kohlenhydrat der Nucleinsiure zu neuen Re- 
sultaten zu kommen. Wahrend man nimlich bei den iiblichen 
Spaltungen der Nucleinsiure mit Schwefelsiure, Salzsaure, 
selbst mit Oxalsiure dunkelbraunschwarze Reaktionsfliissig- 
keiten erhalt, so bleiben bei der Spaltung mit Sulfitfliissigkeit 


1) Berichte Bd. 36, S. 3315 (1903). 
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298 H. Steudel und E. Peiser, 


die Lésungen vollkommen wasserklar, héchstens tritt eine 
leichte hellbernsteingelbe Farbung auf. Aus der Reaktions- 
fliissigkeit setzt sich ein schwerer pulveriger Niederschlag ab, 
der den gréfiten Teil der Alloxurbasen enthilt'), und es war 
nun zu erwarten, daf} die bei der Spaltung der Nucleinsiure 
freiwerdende reduzierende Gruppe des Kohlenhydrates vor 
weiterer Verinderung durch die schweflige Siure geschiitzt 
wiirde, die sich ja leicht mit Aldehyden und Ketonen ver- 
bindet. 

Bei den ersten Versuchen wurden nun Versuchsbedingungen 
eingehalten, die sich an die von Tollens und Hauers ge- 
fundenen giinstigsten Bedingungen anlehnten. Als Spaltungs- 
fliissigkeit benutzten wir eine Calciumbisulfitlésung, die durch 
Einleiten von SO, in eine Aufschwemmung von 30 g Calcium- 
carbonat pro 1 1 Wasser bis zur Lésung und vollkommenen 
Sattigung hergestellt war. 

Je 50 g nucleinsaures Natrium aus Heringssperma wurden 
mit 500 ccm Sulfitlésung 2 Stunden im Drucktopf auf 120 
bis 130° erhitzt. Nach dem Erkalten wurde vom Bodensatz 
filtriert und die klare, hellgelbe Lésung mit Alkohol versetzt; 
hier entstand nur ein spirlicher Niederschlag, der durch Fil- 
tration entfernt wurde. Nunmehr wurde tropfenweise kon- 
zentrierte Calciumacetatlisung hinzugesetzt und der voluminése 
Niederschlag nach einigem Stehen von der Mutterlauge ge- 
trennt und mit wifrigem Alkohol ausgewaschen. Dann wurde 
wieder in Wasser gelést, schwach mit Essigsiiure angesduert 
und mit Bleiacetat versetzt. Da hierbei kein nennenswerter 
Niederschlag entstand, konnte in der Lésung keine unzersetzte 
Nucleinsiiure mehr vorhanden sein. Beim darauffolgenden 
Zusatz von basischem Bleiacetat entstand nun ein dicker, 
weifer Niederschlag, der nach vollstandigem Absitzen von 
der Mutterlauge getrennt, sorgfaltig mit Wasser wiederholt 
verrieben und ausgewaschen wurde. Er wurde dann in Wasser 


1) Bei den Versuchen hatte ich mich anfangs der Hilfe des Herrn 
Dr. Feulgen, jetzt Privatdozent in GieBen, zu erfreuen, Von ihm ist 
inzwischen schon mitgeteilt (Diese Zeitschr. Bd. 102, S. 244), wie man 
aus der Hydrolysenfliissigkeit die Purinbasen quantitativ gewinnen kann. 
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aufgeschwemmt, mit Schwefelwasserstoff zersetzt, die Lésung 
mit reinem Baryumcarbonat in geringem UberschuB versetzt, 
aufgekocht und vom Bleisulfid und iiberschiissigen Baryum- 
carbonat getrennt. Dann wurde das Filtrat im Vakuum bei 
niederer Temperatur auf ein kleines Volumen eingeengt — es 
blieb hierbei vollkommen farblos — und mit Alkohol gefallt. 
Das ausgefallene Baryumsalz wurde noch einmal in Wasser 
gelést und wieder mit dem gleichen Volumen Alkohol unter 
Zusatz eines Tropfens konzentrierter Baryumacetatlésung aus- 
gefallt, mit Alkohol gewaschen und im Vakuum getrocknet. 
Es resultiert ein feines, weifies, staubendes Pulver, in dem 
zur Orientierung der Stickstoff- und Phosphorsiéuregehalt be- 
stimmt werden (die Substanz enthielt keine mit Magnesia- 
mixtur fillbare Phosphorsiure und wurde vakuumtrocken 
analysiert) : 
0,2742 g neutralisieren 6,4 ccm n/10 Saiure (Kjeldahl) = 3,27°%o N 


0,2062 g i Ss. wt, . = 3,74°% N 
0,2430 g P 26,2 , n/2 NaOH(Neumann)= 5,97°%o P 
0,2300 g ‘ 24,0 , n/2 ‘ az 577% 6 PF. 


Berechnet man sich aus den Mittelzahlen 3,50°. N und 
5,87 °/o P das Verhiltnis von P:N, so erhalt man 1: 0,596. 
Kin anderes Priparat, in gleicher Weise hergestellt, gab 
folgende Werte: 
0,1179 g neutralisieren 1,9 ccm n/10 Séure (Kjeldahl) = 2,23°o N 


0,1481 g ‘ 22 , n/l0 , ~ = 2,08°/o N 
0,1492 g ‘ 11,9 , n/2 Lauge (Neumann) = 4,42°/o P 
0,1442 g 7 118 , n/2 ‘ . = 4,53°%o P. 


Hier berechnet sich aus den Mittelzahlen ein Wert fiir 
P:N gleich 1: 0,486. 

Diese Werte stimmen zu dem Werte, den das Verhiltnis 
P:N in der Thyminsiure verlangt. In dieser Siure kommen 
auf 5 N-Atome 4 P-Atome, und das Verhiltnis P: N verlangt 
1: 0,566. Gefunden 1:0,596 und 1: 0,486. 


In einem dritten Priparat fand sich: 


0,1297 g neutralisieren 2,6 ccm n/10 Séure (Kjeldahl) = 2,81°/, N 
0,1346 g 2 12,5 , n/2 Lauge (Neumann) = 5,19°%, P. 


Gefunden P : N= 1:0,542, berechnet P: N = 1: 0,566. 
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Schweflige Siiure lies sich in den Priiparaten, abgesehen 
davon, daBb Baryumsulfit so gut wie unléslich in Wasser ist, 
mit Hilfe von Nitroprussidnatrium und Zinksulfat oder Ferro- 
cyankalium nicht nachweisen. Auch gebundene schweflige 
Saure lief} sich durch Erwirmen mit einem geringen Uber- 
schufs von Baryumhydroxyd auf 70—80° nicht nachweisen. 
Die Praparate reduzierten kriftig und stark Fehlingsche 
Lésung. 

Die Baryumbestimmungen fielen in Ubereinstimmung mit 
friiheren Resultaten, die von Steudel und Brig] gewonnen 
waren, zu hoch aus; so lieferte z. B. das erste Priparat fol- 
gende Zahlen: 

0,2444 g gaben 0,1120 g BaSO, = 26,43°/, Ba 
0,2300¢ , 0,1054g BaSO, = 26,97°/, Ba. 

Daraus berechnet sich ein Verhaltnis von N : Ba = 1: 7,629, 
das ungefihr einem Verhialtnis von 5 N:4 Ba entspricht. 
Berechnet 1: 7,85. Ein neutrales Salz wiirde aber ein Ver- 
haltnis von 5N:2 Ba = 1: 3,924 verlangen. Man scheint 
also gewoéhnlich keine neutralen Salze, die 2 Atome Baryum 
enthalten miifiten, zu erhalten, sondern basische Salze'), ein 
Verhalten, das dem der echten Nucleinsiiure entsprechen 
wiirde, die mit Erdalkalien auch leicht basische Salze bildet. 
Ein neutrales Baryumsalz der Thyminsiure ist bisher nur von 
Feulgen’) erhalten und analysiert worden. 

Wir haben diese Verhiltnisse vorliufig nicht weiter unter- 
sucht, sondern haben uns bemiiht, durch hydrolytische Spal- 
tung einen genaueren EKinblick in unsere Substanz zu gewinnen. 
Kine quantitative Bestimmung aller oder zum mindesten ein- 
zelner Spaltstiicke halten wir fiir die nihere Charakterisierung 
dieser hochmolekularen Kérper fiir durchaus erforderlich. —- 
Klementaranalysen an den meist amorphen Substanzen kénnen 
leicht irrefiihren. Selbst bei den kristallisierenden Alkaloid- 
salzen der einfachen Nucleinsiuren, in denen an die hoch- 
molekulare Siiure noch das grofie Molekiil eines Alkaloids 


') Siehe dazu Steudel und Brigl, Diese Zeitschr. Bd. 70, S. 400. 
*) Diese Zeitschr. Bd. 101, S. 305. 
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angefiigt ist, erlebt man gelegentlich Uberraschungen, wenn 
man quantitative Spaltungen durchfiihrt. 

20,25 g lufttrockenes Baryumsalz wurde mit Schwefel- 
siure 14 Stunden lang am Riickfluikiihler gekocht') (auf 1 g 
Substanz wurden 3 g konzentrierte Schwefelsiure und 6 g 
Wasser genommen). Die Lésung wurde nach dem Erkalten 
auf 500 ccm gebracht und enthielt 0,610 g N. 


10 ccm neutralisieren 8,7 ccm n/10 Siure — 0,0121 g N 
15 cem ” 13,0 cem n/l10 , == 0,0182 g N 
15 ccm ‘ 18,1 com n/10 , =0,0188 g N. 


In 50 ccm wurde nach der Neutralisation mit Baryt und 
Zusatz von iiberschiissigem Baryumcarbonat das Ammoniak 
mit Wasserdampf ausgetrieben und abdestilliert. Es wurden 
0,9 cem n/10 H,SO, verbraucht. In einem zweiten Versuch 
wurden auf 50 ccm 1,2 ccm n/10 Saiure verbraucht = 0,00126 gN 
resp. 0,00168 g N. In den 500 com Ausgangslésung waren 
also rund 0,0147 g N = 2,41°/, des Gesamtstickstoffs. 

Ks wurde dann noch eine zweite Spaltung in gleicher 
Weise wie vorstehende ausgefiihrt mit 15 g Substanz; die 
Lésung, auf 500 cem aufgefiillt, enthielt 0,4515 g N. 

20 ccm neutralisieren 12,9 ccm n/10 Siiure = 0,01806 g N. 

Die beiden Liésungen wurden vereint, mit Baryt genau 
neutralisiert und nach Zugabe von Baryumecarbonat das Am- 
moniak durch einen Wasserdampfstrom abgetrieben. Die 
Niederschlige waren 3mal mit Wasser ausgekocht und die 
Waschwiisser mit der Hauptmenge vereint. Die nunmehr 
schwefelsiure- und phosphorsiurefreie Lésung gab mit Silber- 
nitrat in schwach saurer Lisung nur einen verschwindend 
kleinen Niederschlag. Sie wurde auf ein kleines Volumen 
eingeengt und lieferte dann eine Kristallisation, die nach dem 
Umkristallisieren 1,62 g wog und aus Thymin bestand. 


0,1704 g, bei 100° getrocknet, neutralisieren 26,9 ccm n/10 Séure 
(Kjeldahl) = 22,10%, N, 

0,1809 g, bei 100° getrocknet, neuiralisieren 28,7 com n/10 Saure 
(Kjeldahl) = 22,219, N. 

Berechnet fiir Thymin 22,~2°/, N. 


1) Steudel und Brigl, Diese Zeitschr. Bd. 70, S. 401. 
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Wenn man sich die Menge Thymin berechnet, die ver- 
laugt wird, wenn auf 5 N-Atome 1 Molekiil Thymin kommt 
(Thymin hat 2, Cytosin hat 3 N-Atome), so erhdlt man, da 
in der Lésung nach Abzug der fiir die Bestimmungen ver- 
brauchten Mengen noch 0,9585 g N waren, einen theoretischen 
Wert von 1,72 g Thymin, der mit dem gefundenen von 1,62 ¢g 
gut iibereinstimmt. 

Das Filtrat von der Thyminkristallisation, das zur Be- 
stimmung des Cytosins resp. Uracils dienen sollte, ist uns 
leider verloren gegangen. Bei den mangelhaften Methoden 
zur quantitativen Bestimmung gerade dieser beiden K6rper 
und den in Betracht kommenden geringen Mengen halten wir 
diesen Verlust nicht fiir so wesentlich, dafs wir uns nicht fiir 
berechtigt halten, die von uns analysierte Substanz fiir Thymin- 
siure anzusehen. 

Das Resultat des Versuchs ist sehr bemerkenswert. Bis- 
her galt die Thyminsiure fiir einen Kérper, der nur mit grofer 
Sorgfalt dargestellt werden konnte. Es sind von den bis- 
herigen Untersuchern ausfiihrliche Vorschriften’) ausgearbeitet 
worden, nach denen man sehr genau arbeiten mufite, um den 
héchst labilen K6érper zu erhalten. In der Spaltung der 
Nucleinséure mit Sulfitl6sung haben wir nun ein Mittel, be- 
quem gréfere Mengen von Thyminsiure darzustellen; sie hat 
sich bei Anwendung dieser Methode als ein verhiltnismaBig 
recht bestindiger Kérper erwiesen, vertrigt sie doch gut ein 
mehrstiindiges Erhitzen mit der Sulfitlésung auf 120—130°. 
Den Grund hierfiir vermuten wir in der schiitzenden Wirkung, 
die die Sulfitlésung auf die reduzierende Gruppe des Kohlen- 
hydrates ausiibt. Dieser Schutz scheint so weit zu gehen, 
daf} die Priaiparate von Thyminsiéure, die nach der Sulfit- 
methode dargestellt wurden, nach linger als einjihrigem 
Liegen weder ihre weifie Farbe noch ihre Leichtléslichkeit 
in Wasser verloren hatten, ebensowenig ihre Reduktionskraft 
gegen Fehlingsche Lésung. Irgend ein Gehalt der Praiparate 
an freier oder gebundener schwefliger Siure war allerdings 


1) Kossel und Neumann, Diese Zeitschr, Bd. 22, 8. 74. — Steudel 
und Brig] l.c. — Feulgen l.c. 
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auf keine Weise nachzuweisen, so daf} méglicherweise doch 
noch andere Verhiltnisse bei der Bestaindigkeit gerade dieser 
Priparate von thyminsauren Salzen in Frage kommen. 

Die Untersuchungen der Einwirkung der schwefligen 
Siure auf die Nucleinsiure, besonders auf die Kohlenhydrat- 
gruppe, auch unter anderen Versuchsbedingungen, werden von 
uns fortgesetzt. 

Zusatz (H. Steudel). In den hier mitgeteilten Ver- 
suchen habe ich die aus der Nucleinséure entstandene Substanz 
noch mit dem alten Namen Thyminsiure bezeichnet. Dieser 
Name ist seinerzeit von Kossel und Neumann!) eingefiihrt, 
als unsere Kenntnisse von der Struktur der Nucleinséiure und 
ihrer Derivate noch unvollkommen waren. Nach unseren 
jetzigen Anschauungen und nach den Bezeichnungen, die fiir 
die héheren Spaltstiicke der Hefenucleinsiéure eingefiihrt sind, 
mite man aber denken, dai die Thyminsiure ein Kérper 
wire, der nur Thymin als einzige stickstoffhaltige Kompo- 
nente in seinem Molekiil enthielte. Nun enthalt der Kérper 
aber neben dem einen Molekiil Thymin noch ein Molekiil 
Cytosin, und um dies kurz auszudriicken, méchte ich vor- 
schlagen, in Zukunft die Saure als ,Thymosinsdure‘* zu 
bezeichnen. Dieser Vorschlag ]aBt sich weiter damit recht- 
fertigen, dafi} voraussichtlich sich noch eine zweite Séure 
wird darstellen lassen, die ahnlich wie das freie Cytosin sich 
leicht in Uracil verwandeln lat, nun an Stelle von Cytosin 
Uracil neben Thymin in ihrem Molekiil enthalt. Dieser Saure 
mite dann die Bezeichnung ,Thymacilsiure* zukommen. 
Sie steht zur Thymosinsadure in derselben Beziehung wie z. B. 
die Guanylsiure zu der von M. Knopf?) dargestellten Xanthyl- 
saure. 

Fiir die Durchfiihrung der Untersuchungen standen uns 
Mittel aus der Grifin-Bose-Stiftung zur Verfiigung, fiir deren 
Bewilligung wir dem Kuratorium der Stiftung zu besonderem 
Dank verpflichtet sind. 


"4 @ 
*) Diese Zeitschr. Bd. 92, S. 159. 
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